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RESUME 

 

Le foie est un organe essentiel à la vie chez tous les mammifères. C’est un organe central du 

métabolisme énergétique et de la détoxification des substances xénobiotiques auxquelles l’individu 

est exposé. Le foie est la cible d’agressions diverses, telles que les virus, l’alcool, les substances 

chimiques présentes dans l’alimentation ou l’environnement. Il peut également subir des 

transformations pathologiques profondes, lors du diabète ou de l’obésité par exemple. 

La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation de triglycérides sous forme de vésicules 

générant une réponse inflammatoire, est connue depuis de nombreuses années. Son étude a permis 

de définir un modèle en deux étapes (« two hits ») indispensables à la genèse d’une stéatohépatite 

ou NASH. La première est l’accumulation de lipides, la seconde consiste en la genèse d’un stress 

oxydant et la libération de cytokines. La NASH est une des conséquences pathologiques du 

syndrome métabolique au cours duquel une résistance des tissus à l’insuline se développe. 

Récemment, la composition des lipides accumulés dans la NASH a été décrite et montre la présence 

de cholestérol libre et de différents métabolites des acides gras dont la toxicité est grande mais 

variable. De façon surprenante, une nouvelle hypothèse tend à émerger quant aux rôles protecteurs 

de certaines catégories de lipides. En effet, le stockage des triglycérides sous forme de vésicules 

pourrait être un mécanisme de survie cellulaire (Neuschwander-Tetri, 2010). Il s’agirait 

principalement d’une tolérance à la mort cellulaire par nécrose ou apoptose. Dans ce contexte, 

l’activation de l’autophagie serait capitale et la nécrose ne serait plus un mécanisme non contrôlé, 

mais au contraire un système finement régulé. 

Des données expérimentales récentes suggèrent l’existence d’un réseau complexe d’interactions 

moléculaires qui lient, dans la NASH comme dans le cas de la cancérogenèse, le métabolisme 

énergétique, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des altérations subcellulaires, telles 

que les lésions des mitochondries et du réticulum endoplasmique.  

Nous avons utilisé le cas particulier du préconditionnement ischémique, une technique 

chirurgicale qui consiste, grâce à de courtes périodes d’occlusion vasculaire avant l’ischémie, à 

conférer au tissu une protection contre les lésions d’ischémie/reperfusion (I/R), pour étudier les 

mécanismes de survie mis en place par les hépatocytes stéatosiques au cours d’un stress d’I/R. Dans 

deux contextes différents, celui d’une ischémie chaude au cours d’une hépatectomie partielle et 

celui d’une ischémie froide au cours de la transplantation hépatique, nous avons montré que 

l’autophagie peut jouer un rôle central dans la protection des hépatocytes stéatosiques. Cependant, il 

est envisageable qu’un dysfonctionnement de l’autophagie pourrait conduire à la genèse 

d’altérations cellulaires comme une instabilité génomique, caractéristique de la transformation 
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cancéreuse. L’équilibre entre la survie et la mort cellulaire dépend donc de l’intégration de cette 

signalisation complexe, qui concerne l’état énergétique de la cellule, la réponse aux stress 

transitoires et l’adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, l’autophagie semble jouer un 

rôle central dans l’intégration de la réponse aux stress (Kroemer et al 2010), ce qui pourrait 

favoriser directement ou indirectement la transformation cancéreuse d’une cellule. 

L’amélioration de la compréhension des mécanismes impliqués dans la tolérance et la survie des 

hépatocytes chargés de lipides en réponse à un stress inflammatoire, ischémique ou du réticulum 

endoplasmique semble donc essentielle. Elle permettrait en effet la mise en place de nouvelles 

stratégies thérapeutiques qui pourraient améliorer la prise en charge des patients, augmenter le 

nombre de greffons disponibles pour les greffes, et la prévention des risques cancérogènes pour le 

foie. 
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SUMMARY 
 

Liver is a an essential to life organ in all mammals. It plays a central role in energy and drug 

metabolism. Liver is constantly challenged by damaging compounds such as viruses, alcohol and 

chemicals from food intake or from the environment. It can also undergo some deep pathological 

transformations, e.g. in diabetes or obesity.  

Liver steatosis has been known for many years,  it is defined as an accumulation of triglycerides 

vesicles generating an inflammatory response in hepatocytes. A « two step hypothesis » has been 

proposed for the genesis of Non Alcoholic Steatohepatitis (NASH). The first step is the fat 

accumulation, the second step involves the generation of an oxidative stress and the release of 

cytokines. NASH is one of the pathological consequences of metabolic syndrome, when insulin 

resistance occurs in the tissues. 

The composition of accumulated fat in NASH has been recently described and reveals the 

presence of free cholesterol and different fatty acids metabolites with a high but variable toxicity. 

Surprisingly, a new hypothesis tends to emerge about the protective effects of some types of lipides. 

Triglyceride storage in vesicles could indeed be a survival mechanism for cells (Neuschwander-

Tetri, 2010). It is assumed that it would mainly result in an tolerance to cell death by necrosis or 

apoptosis. In this context, (activation of) autophagy would play a key-role and necrosis, usually an 

uncontrolled mechanism, would become accurately regulated. 

Similarly to oncogenesis, recent experimental data in NASH suggest that energy metabolism, 

systemic and tissular inflammatory response and subcellular alterations such as impaired 

mitochondria and ER  are connected in a complex network of molecular interactions. 

Ischemic preconditioning (IP) is a surgical technique consisting of brief periods of vascular 

occlusion which confer protection against subsequent ischemia/reperfusion via endogenous 

protective mechanisms. We investigated the survival mechanisms set up by steatotic hepatocytes 

during I/R, with or without IP. In the following two situations, warm ischemia during partial 

hepatectomy and cold ischemia during liver transplantation, we pointed out that autophagy can play 

a central role in steatotic hepatocytes protection. However, an autophagy dysfunction might result 

in the generation of cellular impairments such as genomic instabilities, typical features of oncogenic 

transformation. Therefore, the balance between cell survival or death depends on the integration of 

a complex signaling, taking into account the cellular energetic state, the cell response to transient 

stress and its adaptation to chronical stress. In that context, autophagy seems to play a central role in 

the integration of stress response (Kroemer et al Mol Cell 2010), which could promote, directly or 

indirectly the malignant cell transformation. 
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Therefore, it seems essential to improve the understanding of mechanisms involved in tolerance 

and survival of lipid-full hepatocytes in response to an inflammatory, ischemic or ER stress. Indeed, 

this would help developing new therapeutical strategies to improve patients care, increase the 

number of available grafts for transplants, and prevent cancer risks in liver. 
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RESUME 

La stéatose hépatique est une pathologie qui peut constituer la première étape d’une evolution 

maligne vers le carcinome hépatocellulaire. Les interactions entre le métabolisme énergétique, la 

réponse inflammatoire tissulaire et les lésions subcellulaires determinent l’équilibre entre la survie 

et la mort cellulaire, notamment en adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, l’autophagie 

joue un rôle central et les altérations de son fonctionnement pourraient favoriser directement ou 

indirectement la cancérogenèse. 
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INTRODUCTION 

 

Le foie est un organe essentiel à la vie chez tous les mammifères. Il est un organe central du 

métabolisme énergétique et des substances xénobiotiques auxquelles l’individu est exposé. Le foie 

est la cible d’agressions diverses, telles que les virus, l’alcool, les substances chimiques présentes 

dans l’alimentation ou l’environnement de vie. Il subit également des transformations pathologiques 

profondes, lors du diabète ou de l’obésité.  

Le parenchyme hépatique peut réagir à ces agressions de façon aigue aboutissant à une hépatite 

fulminante où la nécrose massive des hépatocytes provoque une insuffisance hépatique qui peut 

s’avérer létale en l’absence de transplantation. Cependant, on observe souvent une réponse 

chronique, caractérisée par le développement d’une stéatose ou par des degrés variables de nécrose 

hépatocytaire, d’infiltration tissulaire des cellules inflammatoires, et de fibrose. La progression de 

ces conditions pathologiques peut aboutir au développement d’une cirrhose hépatique voire d’un 

carcinome hépatocellulaire. 

Les NAFLDs (Non Alcoholic Fatty Liver Diseases) qui regroupent l’ensemble des lésions 

hépatiques de la stéatose simple, et souvent réversible, à la NASH (Non Alcoholic Stéatohepatitis) 

(Brunt & Tiniakos 2010), constituent un ensemble de pathologies dont l’incidence et la prévalence 

sont en constante augmentation tant dans les pays occidentaux que dans le reste de la planète. La 

NAFLD est destinée à devenir la première indication de transplantation hépatique dans un futur 

proche (Charlton 2011) et il est possible qu’une proportion de plus en plus importante des 

carcinomes hépatocellulaires se déclare dans un contexte de NAFLD (Page and Harrison 2009). 

Les mécanismes pathogènes à l’origine de la progression d’une stéatose simple vers une 

pathologie hépatique plus sévère ne sont pas encore éclaircis. L’insulino-résistance et l’obésité sont 

les causes épidémiologiques associées à la NASH et au développement d’une cirrhose 

cryptogénique (sans causes sous jacentes reconnues). Une accumulation d’évidences 

expérimentales montre un réseau complexe d’interactions moléculaires qui lient le métabolisme 

hépatique et celui du tissu adipeux, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des 

altérations subcellulaires, telles que les lésions des mitochondries et le stress du réticulum 

endoplasmique. Au cours de ces stress, les hépatocytes répondent par la mise en place de 

mécanismes de survie. Ces mêmes mécanismes, s’ils sont dérégulés, pourraient contribuer à la 

transformation d’une cellule normale en cellule pre-cancéreuse puis cancéreuse.   

Notre travail est centré sur l’étude des mécanismes de tolérance à la mort cellulaire mis en place 

par les foies stéatosiques et leurs implications dans la chronicité et sévérité de la maladie et dans la 

cancérogenèse hépatique. Pour étudier ces mécanismes, nous nous sommes appuyés sur le modèle 
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du préconditionnement ischémique, un épisode d’ischémie-reperfusion brève avant une ischémie 

plus longue, décrit pour induire une tolérance aux altérations cellulaires de l’organe ischémié. Nous 

avons caractérisé des voies de signalisation impliquées dans la lutte contre l’apoptose ou la nécrose, 

comme celle activée par un stress du réticulum endoplasmique et venant contrer la mort apoptotique 

et inflammatoire liée à un excès de cytokines. Nous avons également montré que l’autophagie joue 

un rôle crucial dans la stéatohépatite pour le maintien de l’homéostasie cellulaire. 
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I. La stéatose hépatique : définition et épidémiologie 

 

La stéatose hépatique est définie par une accumulation de vacuoles lipidiques dans le cytoplasme 

d’au moins 5-10% hépatocytes, ceux-ci n’en contenant normalement que des traces non observables 

en microscopie optique (Burt et al 1998). Les causes de cette accumulation sont multiples : il peut 

s’agir d’une synthèse et/ou d’une disponibilité accrues de lipides ; d’une sécrétion et/ou d’un 

catabolisme de triglycérides diminué, ou bien d’une combinaison de ces altérations. Les 

triglycérides intra-hépatiques proviennent des plusieurs carrefours métaboliques. En effet, ils sont 

produits à partir des acides gras captés par le foie depuis le sérum, suite soit à une lipolyse du tissu 

adipeux soit à une augmentation quantitative des apports lipidiques alimentaires Ils peuvent 

également être issus de l’hydrolyse des triglycérides sériques. Le foie est le siège de la synthèse de 

novo des acides gras qui peut être accrue en présence d’un diabète ou d’une consommation 

excessive d’alcool. Au niveau hépatique, on peut observer également une oxydation anormale des 

acides gras dans le cas de mitochondries endommagées et une détérioration du transport systémique 

d’acides gras via la sécrétion de protéines à très basse densité (VLDL) en cas de malnutrition, 

d’action des toxines ou de prise de médicaments (Fabbrini et al 2010). 

Deux entités distinctes de stéatose sont décrites en fonction de la notion, ou non, de la 

consommation abusive d’alcool du patient : on distingue la stéatose alcoolique (alcoholic fatty liver 

disease, AFLD) de la stéatose non alcoolique (non alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (Ludwig 

et al 1980, O’Shea et al 2010, Lewis & Mohanty 2010). 

La stéatose est généralement considérée comme une lésion bénigne, mais elle peut constituer la 

première étape de la progression d’une hépatopathie (alcoolique ou non alcoolique) vers un large 

spectre de lésions hépatiques qui vont de la stéatohépatite (une stéatose accompagnée de lésions 

hépatocellulaires, d’une inflammation chronique et d’une fibrose) jusqu’à la cirrhose (Leclercq & 

Sempoux 2006). 

 

I.1 Hépatopatie alcoolique 

L’hépatopathie alcoolique (Alcoholic Liver Disease, ALD) représente probablement la plus 

ancienne forme de maladie hépatique du genre humain (Patrick 1952) et l’alcool reste encore une 

cause majeure de maladie hépatique dans le monde.  

Les caractéristiques histologiques des lésions induites par l’alcool varient en fonction du degré et 

de l’extension des lésions. Ces lésions comprennent la stéatose («foie gras»), l’inflammation 

lobulaire, la fibrose périportale, les corps de Mallory (des agrégats des cytokératines, filaments 
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intermédiaires et d’autres protéines), la vacuolisation des noyaux, la prolifération des canaux 

biliaires, et la fibrose ou cirrhose (Lefkowitch 2005). 

Les données disponibles sur l’ALD sont assez solides pour pouvoir décrire la pathophysiologie 

de la maladie. Les facteurs pouvant influencer le développement de la pathologie sont la quantité, la 

durée et le type de consommation d’alcool ; les modalités de consommation ; le sexe ; l’ethnie ; 

d’autres facteurs de risque comme l’obésité, la surcharge en fer, une infection virale concomitante 

ainsi que des facteurs génétiques (O’Shea et al 2010). 

Les pathologies alcooliques du foie sont connues depuis très longtemps et la prévention des abus 

de consommation reste la meilleure stratégie pour en diminuer leur impact. Nous nous sommes 

focalisés sur les Non Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD), dont l’incidence et la prévalence ne 

cessent d’augmenter au cours des dernières décennies (Williams et al 2011). 

 

I.2 Hépatopatie non alcoolique 

L’hépatopathie non alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) est un ensemble de 

désordres qui vont de la stéatose simple jusqu’à la NASH (Non Alcoholic Steato-Hepatitis) et la 

cirrhose. Le terme NASH provient des travaux de Ludwig et al qui en 1980 (Ludwig et al 1980) 

décrivaient des altérations histologiques telles que stéatose, infiltrats inflammatoires, corps de 

Mallory, fibrose et cirrhose dans une série de 20 patients sans histoire avérée de consommation 

d’alcool (Ludwig et al 1980).  

La NAFLD est une maladie de l’âge adulte, souvent diagnostiquée après 40 ans, bien que cette 

condition soit également décrite dans la population pédiatrique, mais avec des caractéristiques 

pathologiques distinctes par rapport à celles observées chez l’adulte (on observe une fréquence 

moindre d’hépatocytes ballonnisés, de fibrose péricentrale, d’inflammation parenchymateuse) 

(Loomba et al 2009). La NAFLD est plus fréquente chez les hommes, les obèses morbides et les 

populations asiatiques et hispaniques (Arun et al 2006, Weston et al 2005, Browning et al 2004). La 

NAFLD est constamment associée à l’obésité, au diabète de type 2 et aux dyslipidémies (Leclerq & 

Sempoux 2006, Marchesini et al 2003). Des études récentes rapportent une association entre 

NAFLD et athérosclérose, suggérant que des médiateurs inflammatoires communs peuvent 

provoquer à la fois une atteinte du parenchyme hépatique et des vaisseaux périphériques (Brea et al 

2005, Kim et al 2009). 

Bien que les données épidémiologiques sur la NAFLD soient récentes et fragmentaires, la 

prévalence a été estimée de 17 à 33% pour la stéatose dans la population générale (McCullough 

2004). On peut effectivement observer une différence de prévalence de la stéatose entre les sujets 

de poids normal, pour lesquels l’estimation varie de 16 à 20% (Bellentani et al 2000), et les sujets 
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obèses, pour lesquels l’estimation varie de 60 à 86% (Ruhl et al 2003, Marceau et al 1999). Des 

études sur les foies des sujets décédés dans des accidents de la voie publique rapportent des chiffres 

de prévalence similaires, avec de 16 à 24% des foies présentant une stéatose (Hilden et al 1977, 

Ground 1982). En ce qui concerne la prévalence de la NASH, une estimation a été calculée avec 

une fourchette entre 5,7 et 16,5% (McCullough 2004). Les études précédemment citées sur les 

données issues de prélèvements d’autopsie ont montré une prévalence moindre de la NASH entre 

2,1 et 2,4% (Hilden et al 1977, Ground 1982). Une autre étude d’autopsies conduites à l’Hôpital 

Général de Toronto sur 351 personnes consécutives a retrouvé une NASH chez 18,5% des sujets 

obèses et 2,7% des sujets de poids normal (Wanless & Lentz 1990). Cependant, ces études ont été 

conduites entre à la fin des années 70 et le début des années 90, avant l’épidémie d’obésité et 

diabète de type II que l’on observe depuis dans les pays occidentaux. Une étude prospective sur 328 

personnes (âge moyen de 54 ans) basée sur un questionnaire, une échographie du quadrant 

supérieur droit et une biopsie hépatique chez les sujets dont l’échographie était positive a été 

publiée récemment (Williams et al 2011). La prévalence de la NAFLD était de 46% et la prévalence 

globale de la NASH de 12,2%, celle-ci augmentant à 29,9% chez les patients ayant un foie 

stéatosique. L’étude confirme que la NAFLD et la NASH sont plus souvent retrouvées chez les 

hommes, âgés, obèses ou en surpoids, avec des antécédents d’hypertension et de diabète. D’ailleurs, 

les patients atteints de NAFLD consommaient plus fréquemment des repas au fast food et avaient 

une activité physique moindre (Williams et al 2011). La prévalence globale de la NASH, retrouvée 

par ces auteurs est supérieure à celle retrouvée dans les études précédentes, et les patients présentant 

une NASH avancée (fibrose 2-4) représentaient 2,7% de la cohorte analysée (Wanless & Lentz 

1990, Charlton 2011). Ces résultats indiquent que la NAFLD et ses complications sont destinées à 

devenir l’indication principale de transplantation hépatique dans un futur proche (Charlton 2011).  

Les caractéristiques histologiques de la NAFLD sont proches à celles de l’ALD. Les altérations 

hépatiques ne sont pas nécessairement des étapes distinctes dans l’évolution de la pathologie, car 

elles peuvent co-exister chez un même patient (Lefkowitch 2005, Mendez-Sanchez et al 2005). Les 

lésions histologiques sont généralement divisées en 3 stades : stéatose simple, hépatite, et hépatite 

chronique associée à la fibrose hépatique ou à la cirrhose (MacSween & Burt 1986, O’Shea et al 

2010). La stéatose simple est typiquement asymptomatique, mais elle peut être associée à une 

inflammation (Brunt & Tiniakos 2010). La constatation d’une stéatose touchant au moins 5% des 

hépatocytes est obligatoire pour le diagnostic de NAFLD, tandis qu’elle n’est pas nécessaire pour le 

diagnostic de l’ALD (Brunt & Tiniakos 2010). Les corps de Mallory-Denk sont typiquement plus 

fins, épars et moins nombreux dans la NAFLD par rapport à l’ALD, alors que les noyaux chargés 

en glycogène sont retrouvés plus fréquemment dans la NASH que dans l’ASH (Tiniakos 2009). Les 
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lésions occlusives des veines hépatiques, la cholestase aigue/chronique ou la cholangite sont 

actuellement considérées comme des lésions ne se développant que dans un contexte d’ALD 

(Tiniakos 2009). 

Les connaissances de l’histoire naturelle de la NAFLD sont limitées par la description récente de 

la maladie et par la petite taille des échantillons (Dam-Larsen et al 2004, Teli et al 1995). Une étude 

rétrospective américaine conduite sur 435 patients suivis pendant 7,6 années a montré que 3% de 

patients initialement atteints de NAFLD ont développé une cirrhose (Adams et al 2005). Dans une 

étude prospective, Fassio et al ont montré que 30% des patients avec NASH progressent vers une 

fibrose avant 5 ans (Fassio et al 2004). Chalasani (2008) suggère que les limites des études ne 

permettent pas de conclure au caractère bénin de la stéatose (Chalasani, 2008). De nombreuses 

études et case reports ont mis en évidence un lien direct entre la NAFLD et le développement d’un 

carcinome hépatocellulaire (CHC) (Powell et al 1990, Marrero et al 2002, Sorensen et al 2003, 

Hashizume et al 2007, Hashimoto 2009). Dans une étude danoise, le risque de développer un cancer 

primitif sur un foie ayant une NAFLD était élevé avec un risque relatif standardisé de 4,4 (Sorensen 

et al 2003). Dans une étude cas-contrôle japonaise, 34 patients ayant une NASH et un CHC ont été 

comparés à 348 patients ayant une NASH sans CHC. Les résultats ont montré que l’âge et une 

fibrose plus avancée étaient des facteurs de risque importants pour le développement d’un CHC 

(Hashimoto 2009). Les études de cohortes que les auteurs avaient menées en parallèle de 1990 au 

2007 ont montré chez les patients ayant une NASH une incidence cumulative de CHC à 5 ans de 

7,6%, montrant que le CHC était la cause principale de mortalité chez ces mêmes patients 

(Hashimoto 2009). De nombreux case reports ont été publiés et récemment résumés reliant 67 cas 

de CHC dans un contexte de NASH. La plus part des cas se développait chez des hommes (66%), 

obèses (58%) et diabétiques (64%) et, de façon surprenante, dans 33% des cas, le CHC se 

développait en l’absence de cirrhose (Page & Harrison 2009). 
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II. Aspects biochimiques de la NAFLD 

 

II.1 Augmentation de la disponibilité et de la synthèse des lipides 

La résistance à l’insuline est considérée une étape clé dans l’accumulation des lipides au niveau 

hépatique et donc dans l’initiation de la NAFLD. Dans des conditions d’insulino-résistance, le tissu 

adipeux et le muscle oxydent de préférence les lipides, ce qui a pour conséquence d’augmenter la 

quantité d’acides gras libres dans la circulation sanguine. (Leclerq & Sempoux 2006, Lewis & 

Mohanty 2010) Le tissu adipeux joue un rôle important dans l’homéostasie systémique des lipides 

et du glucose. Dès que sa capacité à estérifier les acides gras provenant de la circulation sanguine et 

à les stocker au sein des adipocytes est dépassée (ce qui se produit en cas d’excès alimentaire riche 

en graisses et sucres et en cas d’insulinorésistance), les acides gras libres sont délivrés au foie, 

provoquant une stéatose (Lewis et al 2002).  

La disponibilité hépatique des lipides dépend aussi de l’expression des certains transporteurs 

d’acides gras, comme les fatty acid transport proteins (FATP), la fatty acid translocase 

(FAT/CD36), la caveoline-1 et la fatty acid binding protein (FABP) (Canbay et al 2007). 

L’activation des facteurs de transcription, tels que les carbohydrate responsive element binding 

proteins (ChREBP), la sterol response element binding protein-1c (SREBP-1c), forkhead box 01 

(Fox01), ou certains récepteurs nucléaires comme PPAR-γ et RXR, induit la synthèse hépatique 

d’acides gras (Canbay et al 2007). 

Il semble maintenant clair qu’un dysfonctionnement dans le contrôle du métabolisme global des 

lipides joue un rôle majeur dans l’initiation et la persistance de la NAFLD (Fabbrini et al 2010). 

Des études in vivo chez l'homme montrent qu’environ 60% des acides gras composant les 

triglycérides hépatiques proviennent du tissu adipeux blanc (Donnelly et al 2005). Récemment, il a 

été montré que la quantité d’acides gras libérés dans la circulation sanguine est proportionnelle à la 

masse grasse tant chez l’homme que chez la femme, ce qui implique que la quantité d’acides gras 

libres par rapport à la masse maigre est supérieure chez les sujets obèses par rapport aux sujets de 

poids normal (Mittendorfer et al 2009). D’autres résultats montrent une expression augmentée de 

certaines protéines chez les sujets obèses avec une NAFLD, comme les lipases hépatiques ou bien 

le transporteur FAT/CD36, permettant l’absorption des acides gras du plasma tant au niveau 

hépatique que musculaire (Greco et al 2008, Fabbrini et al 2009). De surcroît, l'hyperinsulinémie 

peut, à elle seule, stimuler l’accumulation de lipides au niveau hépatique, activant la synthèse de 

novo des acides gras (lipogenèse) via le facteur de transcription SREBP-1c, qui active la plupart des 

gènes impliqués dans la lipogenèse (Wanless et al 1989). Enfin, il est intéressant de noter que la 

contribution de la lipogenèse à la production de triglycérides (TG) intrahépatiques est limitée chez 
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les sujets normaux et rend compte pour 5% des acides gras délivrés dans les protéines VLDL. En 

revanche, chez les sujets atteints de NAFLD la contribution de la lipogenèse est beaucoup plus 

importante et rend compte pour 15-23% des acides gras délivrés dans les protéines VLDL (Diraison 

et al 2003, Donnelly et al 2005).  

 

II.2 Diminution de la sécrétion et du catabolisme des lipides 

Une élimination insuffisante des lipides par sécrétion des VLDL ou par β-oxydation ne semble 

pas jouer un rôle important dans l’accumulation de lipides dans la NAFLD (Lewis et al 2002, Ferré 

& Foufelle 2010). Cependant, certaines conditions peuvent altérer la sécrétion des lipoprotéines 

synthétisées au niveau hépatocytaire. Il a été montré que certains acides gras à chaîne moyenne 

(medium chain fatty acids, MCFA), comme l’octanoate, le décanoate, et le dodécanoate, diminuent 

la sécrétion de la lipoprotéine apoB dans des hépatocytes de poulet (Sato et al 2005). D’ailleurs, 

dans un modèle de NAFLD induit par un régime riche en graisses chez le rat, il a été observé une 

altération de l’assemblage de VLDL et du transport de TG au réticulum endoplasmique (RE) (Cano 

et al 2009).  

En ce qui concerne la cinétique de sécrétion des protéines VLDL, la plupart des études a montré 

une sécrétion de VLDL supérieure chez les sujets avec NAFLD par rapport aux sujet sains, bien que 

le dysfonctionnement soit associé dans certaines conditions à une augmentation des TG intra-

hépatiques (Adiels et al 2006, Fabbrini et al 2008). De façon intéressante, Fabbrini et al (2008) 

rapportent que la sécrétion de VLDL augmente linéairement avec la concentration de TG 

intrahépatiques chez les sujets sans NAFLD, tandis que cette sécrétion atteint un plateau chez les 

sujets avec NAFLD. Les mécanismes responsables de ce phénomène ne sont pas connus, mais ils 

peuvent être dus à une taille de VLDL excédant le diamètre de sinusoïdes qui empêcherait leur 

libération par les hépatocytes (Horton et al 1999). Quant à l’oxydation hépatique des acides gras, 

bien que des données issues des modèles animaux montrent que son augmentation diminue 

l’accumulation de lipides dans le foie et, vice-versa, son inhibition induit une stéatose hépatique 

(Zhang et al 2007, Stefanovic-Radic et al 2008), les données chez l’homme, plus difficiles à obtenir, 

montrent une oxydation des acides gras normale ou augmentée chez les patients avec NAFLD 

(Bugianesi et al 2005, Kotronen et al 2009).  

La β-oxydation des acides gras se produit au niveau mitochondrial et peroxysomal, mais les 

acides gras à chaînes supérieures à 20 carbones sont aussi métabolisés au niveau du RE par le 

cytochrome P450 CYP4A pour être ensuite délivrés au peroxysome (Hashimoto et al 1999). 

D’ailleurs, la mitochondrie est le compartiment où la majorité des acides gras est oxydée et des 

altérations structurelles et fonctionnelles des mitochondries sont souvent rencontrées dans les foies 
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stéatosiques (Fabbrini et al 2010). Les gènes qui codent pour des enzymes clés de la β-oxydation 

mitochondriale, microsomiale et peroxysomiale sont sous le contrôle du facteur de transcription 

nucléaire PPAR-α. Des souris knock-out pour PPAR-α montrent une diminution constitutive de la 

β-oxydation mitochondriale et développent une macrostéatose localisée au niveau centrolobulaire. 

Si, à cette perte de fonction, est associée une délétion des allèles du gène qui code pour l’enzyme 

clé de la β-oxydation peroxysomiale (fatty acyl-CoA oxidase, AOX), une stéatohépatite 

microvesiculaire est observée (Hashimoto et al 1999). Ces résultats montrent que PPAR-α et AOX 

peuvent effectivement jouer un rôle important dans le métabolisme lipidique au niveau hépatique et 

dans la pathogenèse de certains phénotypes de NAFLD (Hashimoto et al 1999).  

 

II.3 Le rôle de l’inflammation dans la progression de la NAFLD 

La pathogenèse de la NAFLD reste basée sur l’hypothèse «two hits» proposée en 1998 (Day & 

James 1998) et récemment réactualisée comme une hypothèse «multi-hits» (Lewis & Mohanty 

2010) (Figure 1). 

Les mécanismes impliqués dans la progression de la stéatose vers l’inflammation et la fibrose 

restent encore à élucider, bien que certaines facteurs soient connus depuis longtemps, comme une 

vulnérabilité accrue des hépatocytes stéatosiques, une altération de l’état inflammatoire systémique, 

un dysfonctionnement mitochondrial, un excès de stress oxydant et une insulino-résistance qui, au-

delà de conséquences métaboliques déjà citées, est responsable de l’altération de la production des 

adipokines par le tissu adipeux, donnant lieu à un état pro-inflammatoire et probablement 

profibrotique (Figure 2) (Leclerq & Sempoux 2006).  

Les foies stéatosiques sont connus pour être plus vulnérables aux stress que les foies normaux. 

Ces connaissances sont issues essentiellement des travaux de chirurgie expérimentale et humaine 

(Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, El-Badry et al 2007). La stéatose est associée à une 

diminution de la synthèse d’ATP et à un flux sinusoïdal perturbé (Peralta et al 2001). D’autres 

facteurs peuvent contribuer à cette vulnérabilité comme les altérations de la fonction des cellules de 

Kupffer, les macrophages résidents du foie, et l’adhérence de leucocytes (Farrell et al 2008). De 

plus, les foies stéatosiques souffrant principalement d’une mort cellulaire par nécrose ont une 

tolérance réduite aux dommages de l’ischémie/reperfusion, (Selzner & Clavien 2001), pouvant 

contribuer à augmenter l’intensité de la réponse inflammatoire (VanSaun et al 2009). 

Il semble de plus en plus évident qu’il existe, dans la NAFLD, une connexion étroite entre 

l’activité sécrétoire du tissu adipeux et la réponse inflammatoire systémique et, plus 

particulièrement, hépatique (Feldstein 2010). Au cours des dernières années, il a été montré que le 

tissu adipeux n’est pas simplement un organe de stockage 
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 des lipides, mais un tissu ayant une activité endocrine et des fonctions immunitaires importantes 

(Tilg & Moschen 2010). 

 

Insulinorésistance Syndome métabolique

Stéatose

Acides gras 

libres

TGF-β

TNF−α

adiponectin

NASH

Fibrose

Mort hépatocytes

Activité cellules étoilées

stress oxydatif  

glutathion

apoptose dérégulé

régénération hépatique 

réparation d’hépatocytes anormale

 

Figure 1. Pathogenèse de la NAFLD : hypothèse «multi-hit». Dans ce modèle, un métabolisme dérégulé 

des acides gras libres («first hit») induit une accumulation de lipides dans le foie (stéatose). Des médiateurs 

inflammatoires, des espèces réactives de l’oxygène et une altération de l’apoptose constituent des «second 

hits» caractérisés par la survenue d’une inflammation (NASH). L’interaction entre les médiateurs 

inflammatoires et les cellules étoilées peut générer une fibrose qui, en l’absence de contrôle, peut surpasser 

les capacités régénératives du foie et progresser vers une cirrhose. Adaptée de Lewis & Mohanty 2010. 

 

L’adiponectine est une adipocytokine anti-inflammatoire dont la signalisation est médiée par 

deux récepteurs, AdipoR1 et AdipoR2. Le lien entre l’adiponectine et AdipoR1 permet un influx du 

Ca2+ extracellulaire nécessaire à l’activation de l’adenosine monophosphate-activated kinase 

(AMPK) et de la protéine Sirtuin 1 (Sirt1), une déacétylase, dont l’action combinée protège de la 

stéatose et de l’inflammation hépatique (Yamauchi et al 2007). L’adiponectine peut donc jouer un 

rôle central dans l’équilibre local et systémique de l’inflammation, permettant la prévention de 

l’inflammation hépatique (Tilg & Hotamisligil 2006).  

La leptine est une adipokine qui stimule l’oxydation des acides gras dans les tissus 

périphériques, notamment dans le foie, diminuant l’expression du facteur de transcription 

lipogénique SREBP-1 (Unger 2002, Kakuma et al 2000). Néanmoins, la leptine semble participer 

au développement de la NASH. Elle semble contribuer à l’insulino-résistance hépatique et, par 
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conséquent, à l’établissement de la stéatose (Tsochatzis et al 2009). De plus, elle a un rôle pro-

inflammatoire et est considérée comme un médiateur essentiel de la fibrose hépatique (Tsochatzis et 

al 2006). 

 

 

Figure 2. Représentation schématique des facteurs impliqués dans la pathogenèse de la NAFLD. TG : 

triglycérides; FFA : acide gras libres; ERO : espèces réactives de l’oxygène; VLDL : lipoprotéines à très 

basse densité (Par Leclerq & Sempoux 2006). 

 

L’expression du Tumor Necrosis Factor α (TNFα) et de l’interleukine 6 (IL-6), deux cytokines 

proinflammatoires majeures, est augmentée dans le tissu adipeux des sujets obèses et insulino-

résistants (Hotamisligil et al 1993). Un déséquilibre des adipocytokines, notamment du ratio TNFα 
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/adiponectine, semble jouer un rôle important dans la progression de la stéatose à la NASH 

(Feldstein 2010). Le TNFα a un rôle lipogénique, induisant SREBP-1 (You et al 2005). De plus, les 

souris génétiquement déficientes pour le récepteur TNFR1 sont résistantes au développement d’une  

NASH induite par deux types de régime, et le traitement des souris déficientes en leptine (ob/ob) 

avec un anticorps anti TNFα, améliore la stéatose et l’insulino-résistance hépatiques (Feldestein et 

al 2004). En ce qui concerne le rôle de l’IL-6, la situation semble être plus complexe. En effet, 

certaines études avaient montré initialement un rôle hépatoprotecteur pour cette cytokine, dans le 

contexte du préconditionnement ischémique et dans les foies stéatosiques, grâce à son effet 

antioxydant (El Assal et al 2004, Teoh et al 2006), mais une autre étude a montré qu’il existe une 

différence d’effet entre une exposition courte et une exposition chronique à l’IL-6, la dernière 

rendant le foie plus sensible à la mort apoptotique (Jin et al 2006). Cependant, le rôle exact de l’IL-

6 dans la pathogenèse de la NASH reste à élucider (Tsochatzis et al 2009, Feldestein 2010). 

 

II.4 Les dysfonctionnements mitochondriaux et le stress oxydant 

Le stress oxydant constitue une condition de déséquilibre de la balance entre espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) et de l’azote (ERA) et les défenses antioxydantes de la cellule, en faveur des 

espèces oxydantes. Cette condition se produit dans la stéatose où elle est considérée comme centrale 

dans la pathogenèse de la NASH et dans sa progression vers la fibrose/cirrhose (Videla et al 2004, 

Seki et al 2002). Les ERO ont des effets délétères qui sont connus depuis des décennies : la 

peroxydation lipidique, qui rend les membranes cellulaires instables et fragiles ; l’oxydation des 

protéines qui altère leur fonctions et qui peut causer la formation d’agrégats cytotoxiques ; 

l’oxydation des acides nucléiques avec un risque accru de formation des mutations génomiques. 

Récemment, il a été montré que les ERO peuvent avoir différentes fonctions dans la signalisation 

cellulaire, en stimulant la prolifération ou la différenciation, ou encore en déclenchant des réponses 

adaptatives en fonction de l’intensité oxydative (due à la fois à la concentration en ERO et à la 

durée de leur production intracellulaire) (Hamanaka & Chandel 2010). Parmi les voies de 

signalisation dans lesquelles les ERO jouent un rôle crucial et qui sont impliquées dans la 

pathogenèse de la NAFLD, on peut citer la réponse cellulaire à l’hypoxie (Chandel et al 1998, Bell 

et al 2007), la régulation de l’activité des phosphatases (Kwon et al 2004), et la mort cellulaire 

induite par TNF-α (Kamata et al 2005).  

L’hypoxie conduit initialement à l’activation d’un programme transcriptionnel adaptatif afin de 

réduire la consommation d’oxygène et d’énergie. De façon paradoxale, l’hypoxie augmente la 

production des ERO mitochondriaux, mais des résultats récents montrent que c’est effectivement la 

production de H2O2, au cours de l’hypoxie, qui régule en amont la réponse cellulaire (Chandel et al 
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1998, Bell et al 2007). La réponse cellulaire à l’hypoxie nécessite l’induction des facteurs de 

transcription inductibles par l’hypoxie (HIFs). Ils consistent en une sous-unité stable (HIF β) et trois 

sous-unités labiles (HIF1-3-α) (Weidemann & Johnson 2008). Au cours de l’hypoxie, les sous-

unités HIF-α, normalement dégradées, sont stabilisées, ce qui permet la translocation nucléaire du 

facteur de transcription et l’activation de l’expression des gènes régulant l’érythropoïèse, la 

glycolyse, l’angiogenèse, le cycle et la survie cellulaires (Weidemann & Johnson 2008). Le 

turnover normoxique des sous-unités HIF-α nécessite une hydroxylation directe des prolines, 

modification qui permet sa dégradation par le système du protéasome. Cette hydroxylation est 

réalisée par une famille de prolyl hydroxylases 1, 2, 3 (PHD1-3), dont l’activité est inhibée pendant 

l’hypoxie par les ERO mitochondriaux. Au delà de la régulation transcriptionnelle, l’exposition des 

cellules aux faibles concentrations d’oxygène induit une diminution de la consommation 

énergétique, en supprimant réversiblement, par endocytose, l’activité de la Na/K ATPase, le 

transporteur de sodium et potassium qui maintient le gradient ionique de la cellule. La suppression 

de l’activité de cette enzyme nécessite l’activité de l’AMPK (Gusarova et al 2009). Les ERO 

mitochondriaux activent l’AMPK au cours de l’hypoxie et cette activation permet la 

phosphorylation de la protéine kinase C zêta (PKCζ), qui phosphoryle la sous-unité α de la Na/K 

ATPase, conduisant à l’endocytose du complexe (Dada et al 2003).  

Les ERO régulent aussi l’activité des phosphatases, enzymes clés dans la signalisation cellulaire 

ayant une activité opposée à celle des kinases. Les phosphatases ont un résidu de cystéine oxydable 

au sein de leur site catalytique, ce qui en fait une cible de l’action des ERO (Hamanaka & Chandel 

2010). Certaines phosphatases sont impliquées dans la pathogenèse de la NASH. D’ailleurs, les 

souris déficientes en phosphatase and tensin homolog (PTEN) développent des lésions hépatiques 

correspondant à la NASH humaine (Anezaki et al 2009). 

Les ERO mitochondriaux sont des acteurs majeurs dans la mort cellulaire induite par TNF-α, ce 

qui, comme nous l’avons décrit auparavant, peut être un des mécanismes qui permet la progression 

de la NAFLD. Le TNFα peut promouvoir soit la survie soit la mort d’une cellule (Aggarwal 2003). 

Le TNFα active deux types de récepteurs, l’un d’entre eux permet la survie à travers l’action du 

facteur de transcription NFκB (Micheau & Tschopp 2003), tandis que l’autre active la kinase JNK 

qui est un médiateur central des signaux pro-apoptotiques médiés par le TNFα. A la suite du lien du 

TNFα à ces récepteurs, JNK est activé rapidement, mais transitoirement, bien qu’en l’absence de 

NFκB, son activation soit prolongée et entraîne la mort cellulaire (Liu et al 1996, Tang et al 2001). 

Or, l’inhibition de JNK médiée par  NFκB passe par l’induction de la protéine antioxydante 

mitochondriale, la superoxyde dismutase 2 (SOD2) (Kamata et al 2005). En effet, le TNFα 
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augmente la production des ERO mitochondriaux qui inactivent les phosphatases de JNK, 

permettant son activation soutenue et la mort cellulaire : la SOD2 permet d’atténuer cette 

signalisation en diminuant la concentration en ERO mitochondriaux (Kamata et al 2005). 

Au cours des dernières années, la participation des mitochondries à la pathogenèse de la NAFLD 

et de la NASH a été explorée (Pessayre & Fromenty 2005). Des évidences s’accumulent quant au 

rôle d’un dysfonctionnement mitochondrial, notamment une déficience de la chaîne respiratoire, 

dans la physiopathologie de la NASH, indépendamment de sa cause initiale (Begriche et al 2006, 

Rector et al 2010). 

Des études portant sur des patients obèses, diabétiques ou atteints de NASH ont montré des 

anomalies fonctionnelles et structurelles des mitochondries hépatiques (Spahr et al 2003, Sanyal et 

al 2001). Il est désormais évident que les mitochondries hépatiques sont une source significative 

d’ERO dans la NASH (Figure 3) (Begriche et al 2006).  

Dans le foie des patients insulino-résistants, l’activité accrue de la β-oxydation augmente le flux 

d’électrons de la chaîne respiratoire (Pessayre & Fromenty 2005). Les adipocytes de personnes 

obèses libèrent des quantités importantes de TNF-α, qui, en se liant à son récepteur hépatique, peut 

induire la perméabilisation des mitochondries et une libération partielle du cytochrome c de 

l’espace inter-membranaire (Hotamisligil et al 1993). Le déséquilibre entre un apport élevé et un 

flux diminué d’électrons peut être la cause d’une réduction excessive des complexes I et III de la 

chaîne respiratoire, qui peuvent ainsi réagir directement avec l’oxygène produisant des ERO, 

notamment l’ion radicalaire superoxyde (O2
.-) (Begriche et al 2006). Le superoxyde peut être 

dismuté par la superoxyde dismutase mitochondriale à manganèse (MnSOD) et oxyder les acides 

gras insaturés accumulés dans le foie en déclenchant la peroxydation lipidique. Le superoxyde, en 

présence d’oxyde nitrique (NO), peut également donner naissance au radical peroxynitrique 

(ONOO-), espèce radicalaire de l’azote (ERA), responsable de la nitrosation de lipides et protéines. 

Les ERO, les ERA et les produits réactifs de la peroxydation lipidique (aldéhyde) peuvent 

directement endommager l’ADN mitochondrial (ADNmt). Les mutations de l‘ADNmt peuvent 

produire des altérations des protéines de la chaîne respiratoire, causant une détérioration du transfert 

des électrons en augmentant encore plus la production des ERO mitochondriales, générant ainsi un 

cercle vicieux. Bien que la plupart des études se focalise sur les dysfonctionnements de la chaîne 

respiratoire, il a été montré récemment qu’une expression ectopique du cytochrome P450 2E1 

(CYP2E1) au niveau mitochondrial peut également jouer un rôle non négligeable (Raza et al 2004, 

Bansal et al 2010). 
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Figure 3. Altérations de la chaîne respiratoire (CR) mitochondriale dans les maladies métaboliques. 

Dans le foie d’un patient insulino-résistant, on observe une activité élevée de la β-oxydation qui augmente 

l’apport d’électrons dans la CR (flèche 1). Le tissu adipeux des sujets obèses libère des grandes quantités de 

TNF-α, dont la signalisation hépatique contribue à la perméabilisation des mitochondries (flèche 2). Le 

déséquilibre entre un apport élevé et un flux normal peut causer une réduction excessive des complexes I et 

III de la CR. Ces complexes trop réduits peuvent réagir avec l’oxygène et former des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) (flèche 3). Les ERO oxydent les acides gras insaturés dans le foie, déclenchant une 

peroxydation lipidique. Les ERO, les espèces réactives de l’azote (ERA) et les produits réactifs de la 

peroxydation lipidique (aldéhydes) peuvent directement endommager l’ADN mitochondrial (mtDNA) 

(flèche 4). Les altérations de l’ADN mitochondrial peuvent résulter en une diminution de la synthèse de 

protéines de la CR (flèche 5). D’ailleurs, les protéines mitochondriales peuvent être la cible des ERO, des 

ERA et des produits de la peroxydation lipidique (flèche 6), générant un cercle vicieux. (Begriche et al 2006) 

 

La compréhension du rôle physiopathologique de la mitochondrie est donc incontournable pour 

le développement des stratégies préventives et thérapeutiques visant à lutter contre la NAFLD et sa 

progression. 

 

II.5 L’insulino-résistance.  

Depuis sa définition dans les années 80 (Ludwig et al 1980), de nombreuses études ont été 

conduites pour comprendre la pathogenèse de la NAFLD et sa progression chez certains patients 

vers des formes d’hépatopathies plus agressives, comme la NASH, la cirrhose et le carcinome 

hépatocellulaire (CHC). L’insulino-résistance est considérée comme le facteur physiopathologique 

majeur qui caractérise la NAFLD (Bugianesi et al 2005b), bien que les liens entre l’insulino-
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résistance, la pathogenèse et la progression de la NAFLD sont complexes et restent encore à 

élucider. Bien que le terme soit classiquement utilisé pour décrire une consommation de glucose 

insuffisante par le muscle squelettique suite à une stimulation de l’insuline, l’insulino-résistance 

associée à la NAFLD et à l’obésité s’accompagne d’une sécrétion globale d’insuline plus élevée et 

d’une extraction hépatique de l’insuline normale, mais avec une signalisation altérée tant au niveau 

hépatique (notamment une suppression insuffisante de la gluconéogenèse) qu’au niveau du tissu 

adipeux (notamment un suppression insuffisante de la lipolyse) (Fabbrini et al 2010). Dans les 

conditions physiologiques, après l’ingestion d’un repas contenant du glucose, environ 80% est 

métabolisé par le muscle, qui le stocke sous forme de glycogène (70% du glucose absorbé) ou 

l'oxyde via la glycolyse pour une utilisation immédiate. Le maintien normal de l’homéostasie du 

glucose est régulé par : 1) la sécrétion de l’insuline par les cellules β du pancréas ; 2) la stimulation 

de l’absorption de glucose par l’intestin, le foie et le muscle ; et 3) la suppression de la libération de 

glucose par le foie. Bien que le tissu adipeux ne soit responsable que d’une petite fraction 

d’élimination du glucose (environ 5%), son rôle reste central dans le maintien de l’homéostasie 

systémique du glucose (Bugianesi et al 2005b). Pour approfondir le rôle de l’insulino-résistance 

comme facteur indépendant de la NAFLD, un groupe italien a mené une étude sur des patients 

atteints de NAFLD mais sans aucun caractère de syndrome métabolique. Les résultats montrent que 

l'insulino-résistance altère significativement la lipolyse, l'oxydation lipidique et l'absorption totale 

du glucose dans ses deux composantes oxydative et non-oxydative (glycogènogenèse), (Bugianesi 

et al 2005a). Les auteurs ont trouvé une corrélation entre l'augmentation de l'oxydation lipidique et 

la diminution de l'absorption du glucose, ce qui suggère que le défaut métabolique, à l’origine d'une 

lipolyse accélérée, est responsable d'une augmentation de la fourniture d'acides gras libres au foie et 

d'une oxydation lipidique accrue. (Bugianesi et al 2005a). Ces résultats corroborent l’hypothèse 

d’une implication directe de l’altération de la signalisation de l’insuline dans l’établissement d’une 

NAFLD. 

Au niveau moléculaire, les mécanismes responsables de l'insulino-résistance restent encore peu 

compris. Si plusieurs mécanismes ont été proposés, tels qu’une production anormale d’insuline ou 

des mutations au niveau du récepteur et des ses substrats, il est de plus en plus évident que des 

défauts dans la signalisation intracellulaire soient les causes principales de la résistance à l’insuline 

dans les tissus cibles (Meshkani & Adeli 2009, Leclerq et al 2007). Un premier mécanisme peut 

impliquer une expression diminuée ou une dégradation augmentée des composantes essentielles 

pour la signalisation de l’insuline (Leclerq et al 2007). Au niveau hépatique, c’est l’isoforme du 

substrat du récepteur de l’insuline IRS-2 qui fonctionne comme un adaptateur pour transférer au 

niveau intracellulaire le signal du lien de l’insuline avec son récepteur (Pirola et al 2004). Or, les 
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souris déficientes en IRS-2 montrent en effet une hyperglycémie sévère due à une insulino-

résistance hépatique (Araki et al Nature 1994)). Il a été montré que l’activation de diverses voies de 

transduction du signal peut induire une inhibition de la signalisation de l’insuline (Tanti & Jager 

2009). La voie JNK et la phospho-kinase C (PKC) peuvent phosphoryler IRS1-2 au niveau de 

plusieurs résidus de serine et thréonine, ce qui inhibe la transduction du signal, à l’opposé de la 

phosphorylation sur un résidu tyrosine induite par le récepteur de l’insuline (Weickert & Pfeiffer 

2006). Un autre mécanisme est corrélé à l’induction des facteurs inhibiteurs, tels que les 

suppressors of cytokine signalling (SOCS1-3), qui bloquent la signalisation de l’insuline à travers 

une compétition avec les protéines IRS pour le récepteur de l’insuline et une induction de la 

dégradation des IRS par le protéasome (Kile et al 2002). Une augmentation de l’activité des 

phosphatases peut aussi inhiber la signalisation de l’insuline (Schinner et al 2005). Des études in 

vivo ont montré que chez la souris, la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTPB1) est un régulateur 

majeur dans la signalisation de l’insuline (Kaszubska et al 2002). 

La stéatose hépatique peut être une cause de l'insulino-résistance, même si dans la NAFLD il 

semble plus probable que le site primaire de l'insulino-résistance soit périphérique (le muscle) avec 

la stéatose hépatique qui suit temporellement et l'exacerbe (Kim et al 2001, Tiikkainen et al 2004).  

L’insulino-résistance est aussi un facteur prédictif de la présence d’autres pathologies hépatiques 

plus graves comme la cirrhose, voire le CHC (Figure 4) (Bugianesi 2007). 

La présence d’une stéatose est donc désormais considérée comme un marqueur important de 

l’insulino-résistance multi-organes, indépendamment de l’indice de masse corporel (IMC), indice 

mesurant le poids et la taille, ou la masse grasse viscérale (Korenblat et al 2008, Fabbrini et al 2009 

Bugianesi et al 2005a, Seppälä-Lindroos et al 2002). Des études récentes ont montré des liens 

étiologiques importants qui suggèrent que l’évolution de la NAFLD est étroitement associée à une 

augmentation du risque d’apparition d’un CHC (Starley et al 2010). L’obésité a été définitivement 

définie comme un facteur de risque de développer un cancer primitif du foie, soit un risque de 1,5 à 

4 fois (Moller et al 1994, Wolk et al 2001, Calle et al 2003, Oh et al 2005). Le diabète est aussi un 

facteur indépendant qui augmente de 1,8 à 4 fois le risque de CHC, comme le démontrent des 

études de cohortes conduites en Suède, Danemark et Grèce (Adami et al 1996, Wideroff et al 1997, 

Lagiou et al 2000). 

Il est donc évident qu’il existe une intégration systémique qui lie l’altération de la signalisation 

de l’insuline et le développement d’une inflammation chronique. Cette situation pourrait être à la 

base de l’établissement des mécanismes adaptatifs aux lésions tissulaires, cellulaires et 

subcellulaires qui permettent une survie cellulaire au cours de la progression de la NAFLD. C’est 

pourquoi, il apparaît nécessaire d’adopter une vision d’ensemble des mécanismes impliqués dans la 
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NASH pour lutter contre les causes de cette pathologie et en limiter son impact sur la santé 

publique. 

 

 

Figure 4. Modèle de pathogenèse du carcinome hépatocellulaire dans la non-alcoholic fatty liver 

disease (NAFLD). L’hyperinsulinémie augmente la concentration en  taux d’acides gras libres, la production 

de cytokines inflammatoires, la signalisation proliférative et les espèces réactives de l’oxygène, facteurs qui 

peuvent agir en synergie augmentant le risque de développement d’un carcinome hépatocellulaire (HCC) 

(Adapté par Starley et al 2010). 
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III. Mécanismes de tolérance à la mort cellulaire en réponse à un 

stress chronique pour le maintien de l’homéostasie  

 

Au cours des dernières années, les études sur les rôles respectifs des lipides autres que les 

triglycérides et du réticulum endoplasmique (RE) dans l’homéostasie cellulaire ont ouvert de 

nouvelles pistes de recherche et introduit des nouveaux concepts pour la compréhension des 

pathologies liées au syndrome métabolique. Ils ont ouvert la voie à une nouvelle notion, dans ce 

type de pathologie, qui est la mise en place de mécanismes de survie cellulaire en réponse aux stress 

chroniques, que nous décrirons ici. 

Nous discuterons en particulier de la lipotolérance en  parallèle de la lipotoxicité, de la réponse 

au stress du RE, de la nécrose programmée et de l’autophagie dans la physiopathologie de la 

NAFLD. 

 

III.1 La lipotolérance et la lipotoxicité 

La lipotolérance ainsi que la lipotoxicité hépatique due à des métabolites des acides gras et au 

cholesterol libre sont deux concepts émergents dans la pathogenèse de la NASH (Neuschwander-

Tetri 2010). Le terme « lipotoxicité » a été forgé en 1994 par Unger pour décrire les effets toxiques 

des acides gras sur la survie des cellules β du pancréas (Lee et al 1994). Bien que l’accumulation 

intracellulaire des lipides sous forme de vésicules constituées par les triglycérides (TG) soit 

considérée comme la première étape du développement d’une NASH, des données récentes 

montrent que la formation de gouttelettes lipidiques au niveau hépatocytaire peut représenter une 

réponse protectrice pour limiter les effets toxiques des acides gras libres (Choi & Diehl 2008). Il 

faut pourtant garder à l’esprit que l’accumulation des TG n’est probablement pas complètement 

bénigne : les TG peuvent altérer le flux sanguin hépatique par compression des sinusoïdes au cours 

de la nécrose hépatocytaire (Wanless & Shiota 2004) et l’accumulation de vésicules lipidiques a été 

associée à une augmentation des marqueurs du stress du réticulum endoplasmique, qui peut induire 

une mort cellulaire par apoptose (Puri et al 2008).  

Selon ce modèle pathogène de NASH, des métabolites lipotoxiques des acides gras sont générés 

en parallèle de la formation des gouttelettes de triglycérides, donnant lieu au phénotype reconnu de 

NASH, dans lequel la stéatose et les lésions cellulaires co-existent (Figure 5). L’accumulation de 

triglycérides pouvant être protectrice, elle ne serait plus considérée comme nécessaire pour le 

développement de la NASH (Neuschwander-Tetri 2010). Les anomalies métaboliques prédisposant 

aux lésions lipotoxiques comprennent une augmentation du stockage ou une élimination 

défectueuse des acides gras. L’insulino-résistance joue un rôle central dans ces processus, en 



22 

 

augmentant la lipolyse au niveau du tissu adipeux et en diminuant la consommation de glucose au 

niveau des tissus périphériques.  

Les mécanismes toxiques peuvent comprendre une augmentation de l’oxydation des acides gras 

et du stress oxydant, une altération de la composition en acides gras et phospholipides des 

membranes cellulaires, une altération du contenu cellulaire de cholestérol, une perturbation de la 

signalisation des céramides, ou même une toxicité directe des acides gras libres (Malhi & Gores 

2008). 

 

 

Figure 5. Le modèle de lipotoxicité/lipotolérance de la NASH. Les flèches rouges identifient les 

processus qui augmentent le stockage d’acides gras au niveau du foie causant les lésions lipotoxiques, les 

flèches vertes identifient les processus qui éliminent les acides gras réduisant les lésions lipotoxiques. 

(Neuschwander-Tetri 2010). 

 

La composition lipidique des foies des patients avec NASH ou NAFLD a été récemment 

caractérisée par Puri et al (2007). Comme attendu, la quantité totale de lipides et triglycérides était 

plus élevée dans ces 2 groupes de patients par rapport aux groupes contrôles du même âge, sexe et 

indice de masse corporelle. De façon intéressante, la quantité des acides gras libres n’était pas 

constamment élevée et elle ne variait pas significativement entre patients atteints de NASH ou de 

NAFLD. Il a été observé une augmentation du ratio triglycérides/diglycérides en fonction de la 

progression de la pathologie. La concentration du cholestérol libre était significativement 

augmentée dans les foies avec NASH, tandis que la phosphatidylcholine était diminuée tant dans les 

foies avec NAFLD que dans les foies avec NASH. Enfin dans les foies avec NASH, il a été observé 
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une diminution globale de l’acide arachidonique (20:4n-6) et une diminution de l’acide 

eicosapentanoique (20:5n-3) et docosahexanoique (22:6n-3) dans les TG, avec un ratio d’acides 

gras libres n-6/n-3 augmenté dans la NASH. (Puri et al 2007).  

Une accumulation intracellulaire excessive d’acides gras libres peut entraîner l’activation de la 

voie de mort programmée apoptotique (lipo-apoptose) (Figure 6). Les acides gras saturés, comme 

l’acide palmitique ou stéarique, induisent l’apoptose dans différents types cellulaires, tels que les 

cellules β du pancréas, le cardiomyocytes, les cellules endothéliales et les hépatocytes 

(Shimabukuro et al 1998, Kong & Rabkin 2000, Chai & Liu 2007, Malhi et al 2006), tandis que les 

acides gras mono-insaturés, comme l’acide oléique et palmitoléique, l’induisent très faiblement 

(Malhi et al 2006). La présence d’apoptose a été observée dans des biopsies hépatiques de patients 

atteints de NASH où elle était corrélée à l’activité inflammatoire et au degré de fibrose (Feldstein et 

al 2003). Il est intéressant de noter qu’une étude sérologique pour la mesure d’un marqueur 

épithélial d’apoptose, le fragment de la cytokeratine 18, a montré que ce test permettait de 

distinguer les patients atteints de NASH des patients présentant une stéatose simple et des patients 

contrôles (Wieckowska et al 2006). Les mécanismes par lesquels les acides gras saturés induisent la 

lipo-apoptose dans les hépatocytes convergent vers l’activation de la protéine pro-apoptotique Bax 

qui entraîne la perméabilisation mitochondriale, la libération du cytochrome c et l’activation des 

caspases 3 et 7 (Malhi et al 2006). Dans ce modèle, l’activation de Bax est dépendante de la kinase 

C-Jun N terminale (JNK), qui est activée par les acides gras libres en fonction de leur degré de 

toxicité, et de la protéine pro-apoptotique Bim, induite par le facteur de transcription FoxO3, dont 

l’activation est promue par les acides palmitique et stéarique.  

Les acides gras libres peuvent accroître la sensibilité des hépatocytes à la voie extrinsèque de 

l’apoptose induite par les récepteurs de mort, tels que Fas et TRAIL receptor 5, notamment en 

augmentant leur expression (Feldestein et al 2003, Mahli et al 2007). Il a d’ailleurs été montré que 

les acides gras libres peuvent activer la voie lysosomiale de l’apoptose (Feldstein et al 2004). La 

libération de la protéase lysosomiale Cathepsine B peut en effet induire la perméabilisation 

mitochondriale par clivage de Bax et l’activation de caspases (Guicciardi et al 2004). Chez les 

patients atteints de NASH, la perméabilisation lysosomiale est associée au degré d’activité 

inflammatoire (Malhi et al 2008). De plus, l’acide gras saturé palmitate peut induire directement 

une perméabilisation des mitochondries et augmenter la production des ERO (Malhi et al 2006). 

Récemment il a été montré que certains sphingolipides, en particulier les céramides, 

classiquement considérés comme ayant exclusivement des fonctions structurales dans les 

membranes biologiques, sont aussi impliqués dans la signalisation du stress cellulaire et dans la 

voie extrinsèque de l’apoptose (Marì & Fernandez-Checa 2007). La synthèse des céramides dépend 
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de la disponibilité d’acides gras saturés à longue chaîne, condition existant dans l’obésité (Alkhouri 

et al 2009). Les céramides jouent d’ailleurs un rôle aussi dans l’insulino-résistance, car ils inhibent 

l’absorption de glucose, la translocation du transporteur du glucose GLUT4 et la synthèse de 

glycogène (Summers 2006). Cependant, le rôle des céramides dans la pathogenèse de la NAFLD 

reste encore à élucider car si le métabolisme des céramides est associé au contenu des lipides 

hépatiques chez des patients atteints de NAFLD (Greco et al 2008), les études expérimentales n’ont 

pas confirmé leur implication dans l’apoptose des hépatocytes (Wei et al 2006). 

 

Figure 6. Les acides gras libres (FFA) peuvent induire l’apoptose des hépatocytes. Les FFA peuvent 
activer  la voie extrinsèque soit la voie  intrinsèque de l’apoptose dans les hépatocytes. Les FA saturés, tels 
que le palmitate et le stéarate, activent la protéine proapoptotique Bax  via c-jun N-terminal kinase (JNK) ce 
qui emmène à la perméabilisation mitochondriale et à l’activation de la cascade apoptotique. L’activation de 
Bax peut aussi induire la voie lysosomiale de l’apoptose, via une perméabilisation des lysososome. 
D’ailleurs, le palmitate et le stéarate activent aussi la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui active FoxO3a, et 
enfin la transcription de la protéine proapoptotique Bim. L’acide gras monoinsaturé oléate n’est pas toxique 
en lui-même, mais induit l’expression des récepteurs de mort, tels que Fas et TRAIL-R2, ce qui augmente la 
sensibilité des hépatocytes à l’apoptose induite par Fas-L et TRAIL (adapté par Mahli et al 2008). 

 

Des données récentes montrent que le cholestérol libre peut augmenter la sensibilité des 

hépatocytes à l’apoptose induite par TNFα et Fas, à travers un mécanisme qui implique une 

déplétion en glutathion mitochondriale (Mari et al 2006). De plus, une étude a rapporté une 

augmentation de l’expression d’enzymes impliqués dans l’homéostasie du cholestérol (SREBP-2, 

essentiel pour la synthèse du cholestérol ; et StAR, un transporteur qui permet l’entrée du 
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cholestérol libre dans la mitochondrie) chez des patients atteints de NASH par rapport à ceux qui ne 

présentaient que de la stéatose (Caballero et al 2009).  

Des résultats récents ont montré une connexion entre le stress du réticulum endoplasmique (RE), 

dont le rôle dans le développement de la NAFLD sera examiné dans le prochain chapitre, et 

l’accumulation des lipides. Il a été montré que les acides gras saturés, tels que le palmitate et le 

stéarate, induisent un stress du RE suivi d’une mort apoptotique impliquant la voie mitochondriale 

dans des lignées d’hépatome de rat (Wang et al 2006). De façon très intéressante, ces changements 

ne se produisent pas si les cellules sont traitées par des acides gras mono-insaturés, comme l’oléate 

et le linoléate. Ces résultats ont été confirmés par des études in vivo utilisant des modèles de 

NAFLD induits par différents régimes : un régime riche en graisses saturées ou en sucrose entraîne 

une augmentation du stress du RE, une activation de la caspase 3 et plus de lésions hépatiques par 

rapport à un régime riche en acides gras poly-insaturés (Wang et al 2006). D’ailleurs, un 

dérèglement de la réponse au stress du RE est présent dans des biopsies hépatiques de patients avec 

stéatose ou NASH, par rapport aux sujets ayant un syndrome métabolique mais avec une histologie 

de foie normal (Puri et al 2008). 

L’ensemble de ces résultats montre que l’accumulation des lipides, et en particulier certains 

lipides, semble jouer un rôle central non seulement dans l’altération de la sensibilité du foie à 

l’insuline et le développement de la NAFLD, mais aussi dans le mort cellulaire, l’inflammation et la 

fibrose hépatique. Les nouvelles pistes de recherche devront éclaircir les rôles de ces lipides et leurs 

interactions pour améliorer les stratégies thérapeutiques et la prise en charge des patients atteints 

par le large spectre des altérations pathologiques de la NAFLD (Alkhouri et al 2009).  

 

III.2 Le stress du réticulum endoplasmique : un carrefour entre maladie métabolique et 

inflammation 

Le réticulum endoplasmique (RE), organelle responsable du folding (repliement), de la 

maturation et du contrôle qualité des protéines cellulaires, est un des acteurs émergents dans la 

compréhension des bases pathogéniques des maladies métaboliques (Hotamisligil 2010). 

Tous les évènements qui perturbent la capacité de repliement au niveau du RE, comme un excès 

de synthèse protéique, une altération de la disponibilité énergétique ou un changement du potentiel 

d’oxydoréduction de son lumen, induisent une réponse physiologique nommée UPR (Unfolded 

Protein Response) (Kammoun et al 2009, Hotamisligil 2010). L’activation de la voie UPR vise à 

une augmentation de la capacité de repliement du RE via une induction de la transcription de 

protéines chaperonnes localisées dans le RE et à une diminution générale du stress via une 

inhibition globale de la synthèse protéique (Schroeder & Kaufman 2005) ; (Figure 7). 
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La voie UPR est modulée par trois protéines de membrane du RE : PERK (protein kinase RNA-

like ER kinase), ATF6 (activation transcription factor-6) et IRE1 (inositol requiring enzyme-1) 

(Ron & Walter 2007).  

Lors d’un stress du RE, la protéine chaperonne BiP/GRP78, la plus abondante du RE, se dissocie 

de ces trois protéines, aboutissant à leur activation. Une fois activé, PERK phosphoryle et inhibe 

eIF2α, un facteur qui active la traduction de protéines, entraînant  une diminution globale de la 

synthèse protéique (Harding et al 2000, Ozcan et al 2004). ATF6 est un facteur de transcription qui, 

dissocié de GRP78 est ensuite clivé dans sa forme mature dans le Golgi. ATF6 clivé migre dans le 

noyau où il induit la transcription des chaperonnes du RE. Enfin, IRE1 possède une activité 

endonucléase qui permet l’épissage alternatif du transcrit codant le facteur de transcription XBP1, 

ce qui permet sa traduction. Les gènes cibles de XBP1 sont des chaperonnes du RE et des protéines 

impliquées dans la dégradation des protéines mal repliées (Kammoun et al 2009). 

Si l’homéostasie du RE n’est pas assurée, la cellule meurt par apoptose. L’apoptose induite par 

le stress du RE peut être dépendante ou indépendante des caspases, mais une interaction étroite 

entre RE et mitochondrie semble nécessaire pour aboutir à la mort programmée (Kroemer et al 

2007). Bax et Bak, deux protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui forment des pores au 

niveau de la membrane mitochondriale induisant sa perméabilisation, sont impliquées aussi dans la 

libération du Ca2+ du RE, un point de contrôle de l’apoptose (Scorrano et al 2003). 

La libération du Ca2+ du RE active des protéases cytosoliques ou ancrées au RE, les calpaïnes, 

qui favorisent la translocation de Bax et ensuite la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

(Kim et al 2008). Par ailleurs, l’inhibition des calpaïnes est plus efficace que l’inhibition des 

caspases pour bloquer l’apoptose induite par un stress du RE (Sanges & Marigo 2006). Enfin, de 

nouvelles protéines du RE ayant une forte homologie avec ATF6α ont été récemment identifiées. 

Ceci suggère que le modèle traditionnel de l’UPR à trois voies est peut-être encore partiel (Bailey & 

O’Hare 2007).  

Pour comprendre le rôle du RE dans le métabolisme systémique, selon Hotamisligil (2010), il est 

nécessaire de considérer que : 1) les conséquences physiologiques d’une dysfonction du RE ne 

peuvent être expliquées seulement par des réponses d’un système cellulaire qui vise à maintenir un 

repliement correct des protéines et à surmonter un stress ; 2) le RE peut être vu comme un système 

senseur du niveau énergétique et de nutriments qui intègre au niveau cellulaire les réponses 

métaboliques et qui établit des relations fonctionnelles avec les réseaux endocrines systémiques 

(Figure 8); 3) les cellules aux capacités sécrétoires ou métaboliques élevées ne doivent pas 

forcement faire face à des stress similaires, donc leurs stratégies pour maintenir l’homéostasie du 

RE ou activer l’UPR peuvent être différentes.  
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Figure 7. Réponse UPR aux stress du réticulum endoplasmique (RE). La réponse UPR est induite lors 
d’une perturbation de l’homéostasie du RE, par accumulation de protéines mal repliées, changement du 
potentiel redox ou des concentrations de calcium. La première étape est la dissociation de la protéine 
chaperonne BiP des trois protéines du RE, PERK, ATF6 et IRE1, ce qui permet leur activation. PERK 
phosphoryle et inhibe le facteur de traduction eiF2α menant à un ralentissement globale de la synthèse 
protéique. ATF6 est soumis à un clivage protéolytique dans le Golgi, et sa forme mature migre au noyau et 
induit la transcription des gènes présentant un promoteur avec le ER Stress Response Element (ERSE), le 
plus connu étant le gène pour XBP1. Enfin, l’activité endoribonucléase de IRE1 permet un épissage 
fonctionnel de l’ARNm de XBP1. La protéine XBP1 est un facteur de transcription qui induit la transcription 
de gènes codant pour des chaperonnes et de protéines des complexes de degradation. Adapté par Kammoun 
et al 2009. 
 

Par exemple, un plasmocyte qui secrète des anticorps ou une cellule β du pancréas qui produit 

l’insuline doivent adapter la capacité de leur RE à une demande fluctuante de synthèse et sécrétion 

(Ron & Walter 2007). D’ailleurs, des cellules métaboliquement actives comme les hépatocytes ou 

les adipocytes doivent faire face à des challenges encore plus importants concernant l’homéostasie 

du RE. Les adipocytes ne stockent pas seulement des quantités énormes de lipides, mais produisent 

et secrètent aussi de nombreuses protéines (adipokines, par exemple), lipides et médiateurs 

lipidiques dans des conditions structurales très particulières et uniques (Rosen & Spiegelman 2006, 
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Gregor & Hotamisligil 2007). Les hépatocytes secrètent constitutivement une grande quantité de 

protéines et des complexes lipoprotéiques qui demandent des capacités de synthèse extrêmement 

spécifiques en fonction du type de lipides (Hotamisligil 2010). 

En ce qui concerne les relations entre le stress du RE et les maladies métaboliques, de 

nombreuses études ont montré que la voie UPR joue en rôle important dans l’obésité, le diabète, 

ainsi que dans la stéatose hépatique (Ozcan et al 2004, Scheuner et al 2001, Boden et al 2008, 

Gregor et al 2009). Dans le tissu adipeux de sujets obèses et insulino-résistants, il a été montré une 

expression augmentée des médiateurs de la voie UPR (Boden et al 2008). Parallèlement, une 

diminution du poids induite par une chirurgie bariatrique réduit le stress du RE chez des patients 

obèses (Gregor et al 2009).  

L’obésité induit un stress du RE dans le foie et ensuite une insulino-résistance due à la 

phosphorylation de l’insulin receptor substrate 1 (IRS-1) à travers l’activation del’ IRE1α et JNK 

(Ozcan et al 2004). D’ailleurs, le stress du RE active directement le facteur de transcription 

lipogénique SREBP-1c, induisant la voie de la lipogenèse indépendamment de l’action de l’insuline 

(Ye et al 2000). Dans les hépatocytes, XBP1 (effecteur aval de IRE1α) contrôle l’activation de 

plusieurs gènes impliqués dans la synthèse des acides gras (Hotamisligil 2010) et PERK joue un 

rôle important dans la lipogenèse hépatique en régulant les facteurs de transcription lipogénique C-

EBP et PPARγ (Lee & Glimcher 2009). 

L’activation de la voie UPR est également associée à une diminution de la sécrétion des 

protéines VLDL (Hummasti & Hotamisligil 2010). Inversement aux autres marqueurs du stress du 

RE, ATF6α est diminué dans le foie de souris obèses et sa restitution via une ATF6α adénovirale 

améliore l’homéostasie du glucose chez les mêmes animaux (Wang et al 2009). Ceci suggère que la 

production de chaperonnes en réponse aux exigences du repliement de protéines est dissociée 

d’autres voies de signalisation, médiées par l’UPR, qui concernent les effets métaboliques nocifs de 

l’obésité (Hummasti & Hotamisligil 2010). Il a été montré que l’utilisation des chaperonnes 

chimiques telles que l’acide phénylbutyrique (4-PBA) et l’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA) 

est efficace dans le traitement de la stéatose hépatique, en déterminant une résolution du stress RE, 

la disparition de la stéatose, une normalisation de la glycémie et de la sensibilité à l’insuline chez 

des souris ob/ob (Ozcan et al 2006, Ozcan et al 2009)  

Enfin, une perturbation de l’autophagie a été décrite dans les dysfonctions métaboliques (Yang et 

al 2010, Ebato et al 2008). Une réduction de la protéine Atg7, essentielle à l’autophagie, comme il 

sera décrit dans le chapitre suivant, diminue la sensibilité à l’insuline dans les foies des souris et 

augmente le stress du RE. D’ailleurs, son expression est diminuée dans les foies des souris obèses et 

sa reconstitution  diminue à la fois le stress du RE et la réponse à l’insuline (Yang et al 2010).  
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Figure 8. Interactions entre les organes dans la régulation métabolique. Le glucose provenant de 
l’alimentation ou des sources endogène stimule la sécrétion de l’insuline par les cellules β du pancréas. 
L’insuline diminue la production hépatique du glucose, inhibe la lipolyse et augmente l’absorption du 
glucose par le muscle et le tissu adipeux. Les adipocytes, avec un mécanisme de contre-régulation négative, 
libèrent des acides gras qui augmentent la gluconéogenèse et la lipogenèse dans le foie, diminuent 
l’absorption de glucose dans le muscle ainsi que la sécrétion d’insuline du pancréas. De plus, les adipocytes 
sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, telles que TNFα, ou des adipokines, telles que l’adiponectine qui 
régule la consommation d’aliments, le dépense énergétique et la sensibilité à l’insuline, soit directement soit 
via le cerveau. Le cerveau contrôle les signaux métaboliques (concentration sérique du glucose et des acides 
gras libres) et hormonaux (insuline, leptine), en régulant le métabolisme global de l’organisme. Dans ce 
contexte, le réticulum endoplasmique  (RE) fonctionne comme un senseur des nutriments. En effet, dans les 
adipocytes un excès de stockage de lipides, la lipogenèse et la synthèse d’adipokines peut induire un stress 
du RE. Dans le foie, le transport de lipides, la lipogenèse, une synthèse excessive de protéines et la 
gluconéogenèse influencent les fonctions du RE. Une demande excessive d’insuline peut mener à un stress 
du RE dans les cellules β du pancréas. Enfin, un niveau trop élevé d’acides gras libres circulants et de 
cytokines peut induire un stress du RE dans l’hypothalamus à travers l’activation  de la IkB kinase (IKK). 
Adapté par Hotamisligil 2010. 

 

L’ensemble de ces résultats montre que les traitements et la modulation des voies de 

signalisation qui visent à rétablir l’homéostasie du RE semblent jouer un rôle protecteur dans un 

contexte de maladie métabolique et de NAFLD.  

Des études récentes montrent une implication du stress du RE dans le contrôle de la mort 

cellulaire au cours des lésions d’ischémie/réperfusion (I/R). En effet, l’I/R altère la capacité du RE à 

synthétiser, replier et adresser les protéines, induisant un stress du RE (Orrenius et al 2003, 

Breckenridge et al 2003). Les mécanismes sous-jacents au stress du RE induit par l’I/R peuvent être 
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liés tant à l’hypoxie et l’hypoglycémie qui causent un repliement non correct des protéines qu’à la 

chute des concentrations en ATP qui suit l’I/R. En effet, la voie UPR pourrait représenter une 

réponse métabolique à cette chute, car elle diminue la consommation globale d’ATP (Pallet et al 

2009, Uehara et al 2007). Par ailleurs, lors de la reperfusion, on observe le déclenchement d’un 

stress oxydant avec la production de ROS et de NO qui interfèrent avec les réactions dépendantes 

du potentiel redox et la production des ponts disulfure, entraînant un mauvais repliement des 

protéines (Orrenius et al 2003, Breckenridge et al 2003, Uehara et al 2007). Ces mécanismes 

semblent être communs à tous les organes, car une activation de l’UPR est retrouvée dans le 

cerveau, le cœur, le rein aussi bien que dans le foie lors qu’ils subissent une I/R (Pallet et al 2009, 

Mosbah et al 2010). De façon intéressante, une étude récente a montré une activation différente des 

trois branches de la voie UPR dans des foies stéatosiques par rapport aux foies normaux soumis à 

une I/R dans un modèle expérimental d’hépatectomie partielle (Mosbah et al 2010). En particulier, 

les foies stéatosiques présentent une activation plus faible de IRE1α et de PERK qui, par 

conséquent, réduit la présence des facteurs pro-apoptotiques liés au stress du RE, tels que les 

caspases 9 et 12, CHOP et JNK, par rapport aux foies non stéatosiques. Ces résultats contribuent à 

la compréhension d’un concept plusieurs fois rapporté sur une meilleure tolérance des foies 

stéatosiques à l’apoptose (Clavien et al, 2000, Selzner et al 2000). Les résultats obtenus par Mosbah 

et al (Mosbah et al 2010) montrent cependant que les lésions mitochondriales et du RE observées à 

la suite de l’I/R sont plus sévères dans les foies stéatosiques. Le traitement avec la chaperonne 

chimique TUDCA est globalement plus efficace que le traitement par 4-PBA en diminuant les 

concentrations sériques de AST et ALT dans les foies stéatosiques plus que dans les foies non 

stéatosiques. Cela semble être corrélé au fait que le TUDCA diminue significativement les lésions 

mitochondriales et du RE, tandis que le traitement avec 4-PBA se montre efficace seulement au 

niveau du RE (Mosbah et al 2011). Globalement ces résultats suggèrent que le stress du RE peut 

être à la fois un marqueur de toxicité et de tolérance à la mort cellulaire et que la mort cellulaire 

induite par la mitochondrie et par le RE sont étroitement liées dans l’I/R hépatique et qu’il est 

nécessaire de développer des stratégies thérapeutiques qui envisagent la prise en charge des 

plusieurs mécanismes d’actions impliqués, en fonction aussi de la pathologie hépatique sous-jacente 

et du type d’ischémie (chaude dans le cas d’hépatectomie partielle et froide dans le cas de 

transplantation hépatique) (Peralta & Brenner in press).  

Il est intéressant de noter que les altérations décrites dans ce chapitre sont toutes impliquées dans 

le contrôle de la survie cellulaire et qu’elles sont strictement liées au contrôle de la balance 

énergétique et à la réponse inflammatoire. Or, l’intégration des processus inflammatoires, de la 
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signalisation hormonale et énergétique a été proposée comme un aspect critique pour la 

compréhension de l’étiologie des cancers (Slattery & Fitzpatrick 2009).  

 

III.3 La nécrose : une mort cellulaire régulée  

Les mécanismes de contrôle de la mort cellulaire sont à la base du maintien de l’homéostasie 

cellulaire, qui est essentielle pour assurer l’intégrité des tissus chez les organismes multicellulaires.  

Différents types de mort cellulaire ont été décrits au cours d’une conférence de consensus, 

comprenant l’apoptose, la nécrose, la nécroptose, l’autophagie et la kératinisation (qui est pourtant 

réstreinte aux couches superficielles de l’épiderme et à certaines modifications pathologiques des 

muqueuses) (Figure 9) (Galluzzi et al 2009). 

La nécrose (du grec «cadavre») est définie par la détection en microscopie optique ou 

électronique de renflements des cellules et organelles, de noyaux pycnotiques et d’une rupture de la 

membrane plasmique avec libération des constituants intracellulaires dans le milieu extracellulaire. 

Ceci est à l’origine d’un processus inflammatoire, favorisé par une phagocytose incomplète de la 

cellule nécrotique, et rend possible la détection plasmatique de marqueurs de nécrose (Hotchkiss et 

al 2009). La nécrose est causée habituellement par une défaillance métabolique qui mène à une 

déplétion rapide d’ATP, comme dans le cas de l’ischémie ou de lésions diffuses à l’ADN (Leist et 

al 1997, Malhi et al 2006). La compromission des membranes des organelles permet aux enzymes 

protéolytiques d’envahir le cytosol, causant la destruction de la cellule (Zong & Thompson 2006, 

Conus & Simon 2008).  

La nécrose est considérée comme un processus largement accidentel qui survient lors d’une 

hypoxie aigue ou d’une lésion d’ischémie/reperfusion, comme dans l’infarctus du myocarde ou 

dans les accidents vasculaires cérébraux. Dans les tumeurs, la nécrose survient spontanément 

lorsque la prolifération cellulaire dépasse l’angiogenèse (Hotchkiss et al 2009).  

Au niveau moléculaire, la dépletion en ATP entraîne la diminution de l’activité des calcium 

ATPases responsables de l’efflux de calcium hors de la cellule, ce qui augmente la concentration en 

calcium intracellulaire et, par consequent, intra-mitochondrial. Ceci diminue le potentiel 

membranaire mitochondrial avec rétro-activation de la chaîne respiratoire et augmentation de la 

synthèse d’ERO. Dans le cas d’altération de l'ADN, la mort nécrotique est initiée par PARP 

(poly(ADP-ribose) polymérase) (Conus & Simon 2008). PARP est une enzyme réparatrice de 

l’ADN qui, dans les cas d’endommagements multiples à l’ADN, peut épuiser les réserves d’ATP, 

un facteur responsable de la commutation de l’apoptose à la nécrose. En effet, au cours de 

l’apoptose, PARP est inactivée par clivage, ce qui permet la préservation de l’ATP (Los et al 2002, 

Jagtap & Szabo 2005). 
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Figure 9. Trois voies de mort cellulaire. Parmi les trois voies principales de mort, l’apoptose, l’autophagie 
et la nécrose, un des trois peut prévaloir en fonction des lésions et du type cellulaire. Il existe une 
interconnexion entre les différentes voies de mort à plusieurs niveaux qui ne sont pas détaillés dans la figure. 
Adapté par Hotchkiss 2009. 
 

L’augmentation de la concentration intracellulaire du calcium active des protéases qui dégradent 

les constituants cytoplasmiques. Cependant, la source et la quantité de cette augmentation peuvent 

induire deux types différents de mort cellulaire : si l’influx des ions provient de l’extérieur de la 

cellule à travers la membrane plasmique, ce sera la nécrose qui sera déclenchée ; par contre, si le 

calcium provient du réticulum endoplasmique, ce sera l’apoptose qui sera plutôt induite (Zong & 

Thompson 2006, Vanlangenakker et al 2008) 

Des évidences récentes montrent que la nécrose n’est pas un processus totalement accidentel. 

Elle semble finement régulée par des voies de signalisation et par des mécanismes cataboliques. 

(Golstein & Kroemer 2007, Festjens et al 2006). En effet, la mort par nécrose et par apoptose 

présente des similitudes suggérant que la nécrose pourrait être régulée (Proskuryakov et al, 2003). Il 

a été montré que les récepteurs de mort (TNFR1, Fas, TRAIL-R), typiquement connus pour induire 
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une mort apoptotique, peuvent aussi induire la nécrose, notamment dans le cas d’inhibition des 

caspases (Galluzzi et al 2009). Des cascades biochimiques et moléculaires stéréotypées ont été 

mises en évidence (Golstein & Kroemer 2007) et la relation entre calcium, déplétion en ATP et 

ERO pourrait être un processus programmé. C'est le cas, d'une dysfonction mitochondriale avec 

diminution d'ATP et production accrue d'ERO, d'une perte de l'homéostasie calcique, d'une 

activation des calpaïnes avec démantèlement nucléaire et enfin d’un gonflement de la cellule et des 

organites aboutissant à la rupture des lysosomes libèrant des cathépsines et à la rupture de la 

membrane plasmique (Festjens et al, 2006 et Zong & Thompson, 2006). 

La voie la mieux étudiée aboutissant à une nécrose programmée est celle du recepteur TNFR1. 

En fonction du type cellulaire et du microenvironnement cellulaire, le lien entre TNF et son 

récepteur peut determiner la survie cellulaire, l’apoptose ou la nécrose programmée, ce qui montre 

l’existence d’un réseau de signaux qui peut orienter la cellule vers differents types de reponse 

(Wilson et al 2009). Lors du lien entre TNF et TNFR1, la partie cytosolique du recepteur change de 

conformation et permet le recrutement de differentes protéines en formant ce qui est appelé complex 

I. Parmi ces protéines adaptatrices qui forment le complexe, la kinase RIP1 semble jouer en rôle 

central dans la régulation de la réponse. En fonction du type cellulaire et du facteur déclenchant la 

mort, le complex I peut induire une réponse cytoprotectrice, via NFκB, ou cytotoxique, via NOX1, 

une NADPH oxydase qui génère des ERO (Vandenabeele et al 2010). Lors du lien ligand-récepteur, 

le complexe peut être internalisé, ce qui induit une transition du complex I au complex II, un 

complexe qui peut promouvoir l’apoptose ou la nécrose programmée. Le recrutement des kinases 

RIP1 et RIP 3 influence cette transition (Cho et al 2009). Dans le complex II, on retrouve la caspase 

8, qui en conditions normales, inactive RIP1 et RIP3 par clivage protéolytique, initiant l’activation 

de l’apoptose (He et al 2009).  En effet, si la caspase 8 est inhibée ou absente, le complex II ne peut 

pas activer l’apoptose et la signalisation de TNFR1 aboutit à la nécrose programmée (Holler et al 

2000). Certain auteurs ont proposé de classer cette mort cellulaire dépendant de RIP1 comme 

necroptosis pour permettre la distinction entre une nécrose programmée et les formes accidentelles 

de nécrose (Galluzzi et al 2009). La necroptosis dépend largement de la régulation réciproque entre 

RIP1 et RIP3 et la littérature récente montre l’existence de voies de signalisation qui connectent les 

récepteurs de mort aux transducteurs pro-inflammatoires, apoptotiques ou nécrotiques 

(Vandenabeele et al 2010).  

Dans le foie, comme dans les autres organes, la nécrose est une modalité de mort cellulaire liée 

principalement aux événements aigus, comme les intoxications alimentaires ou médicamenteuses, 

les infections virales ou les lésions d’ischémie/reperfusion. En ce qui concerne le rôle de la nécrose 

dans la NAFLD, comme nous l’avons précédemment décrit, la plupart des données disponibles 
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provient d’études sur les effets de l’ischémie/reperfusion dans des modèles de chirurgie 

expérimentale ou humaine (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, El-Badry et al 2007). La 

mort par nécrose a été décrite pour être prépondérante et plus précoce dans les foies stéatosiques à 

la suite d’une ischémie d’une heure par rapport à des foies non stéatosiques dans lesquels l’apoptose 

était la principale voie de mort (Selzner et al 2000). De façon intéressante, l’apoptose est un 

événement plus précoce que la nécrose tant dans les foies stéatosiques que dans les foies normaux, 

ce qui suggère, au moins partiellement, l’implication d’un mécanisme métabolique/énergétique 

rendant les foies stéatosiques moins capables de finir le programme apoptotique. D’ailleurs, 

l’utilisation d’inhibiteurs des caspases, malgré leur capacité à diminuer l’apoptose y compris dans 

les foies stéatosiques, ne diminue pas le déroulement de la nécrose (Selzner et al 2000), laissant 

supposer l’existence d’une insensibilité à l’apoptose intrinsèque des foies stéatosiques soumis à une 

ischémie. Une implication des troubles de la microcirculation sinusoïdale a été décrite dans les 

lésions de reperfusion (El-Badry et al 2007). Les défauts de la microcirculation sont majeurs dans 

les foies présentant une macrostéatose (ce qui signifie la présence d’une seule vacuole lipidique 

déplaçant le noyau à la périphérie de la cellule) par rapport aux foies normaux et aux foies 

présentant une microstéatose (présence de plusieurs microvésicules lipidiques dans le cytoplasme 

des hépatocyte avec un noyau qui reste placé au centre de la cellule) (El-Badry et al 2007). De 

façon intéressante et originale, les auteurs montrent que la macrostéatose peut être une évolution de 

la microstéatose, plutôt qu’une entité distincte, et qu’un déséquilibre de l’apport en acides gras 

polyinsaturés (oméga-6 et oméga-3) peut jouer un rôle important dans les lésions 

d’ischémie/reperfusion. En particulier, cela pourrait être expliqué par le fait que, par rapport aux 

acides gras oméga-6, les acides gras oméga-3 favorisent la transcription de gènes responsables de la 

β-oxydation mitochondriale et diminuent la transcription de gènes responsables de leur synthèse 

(Levy et al 2004). De surcroît, les acides gras oméga-3 peuvent diminuer l’activation des cellules du 

Kupffer, avec un effet anti-inflammatoire bénéfique lors de la reperfusion (Vollmar et al Crit Care 

Med 2002). Ces résultats confirment une implication des acides gras libres dans la régulation de 

l’homéostasie cellulaire, comme nous l’avons décrit auparavant. Récemment, il a été montré que 

l’accumulation hépatique d’acides gras libres induit une perméabilisation des mitochondries et 

lysosomes, favorisant la mort cellulaire (Li et al 2008). L’ensemble des données récentes de la 

littérature scientifique suggère que les voies de mort cellulaire présentent de nombreux carrefours 

communs de régulation réciproque (Maiuri et al 2007, Vandenabeele et al 2010). Ceux-ci intègrent 

les signaux provenant des différents types de stress auxquels la cellule peut être soumise et, en 

fonction de leur durée et intensité ainsi que de l’état métabolique de la cellule, la survie ou une de 

voie de mort devient privilégiée. Une meilleure connaissance des mécanismes de régulation et de 
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tolérance à la mort cellulaire pourra permettre l’élaboration des stratégies préventives et 

thérapeutiques dans différentes conditions pathologiques, telles que les maladies (neuro/hépato) 

dégénératives, les lésions d’I/R, et le cancer. 

 

III.4 L’autophagie : mécanisme de tolérance à la mort cellulaire dans la NASH 

L’autophagie (du grec, autodigestion) est un processus du catabolisme intracellulaire qui est 

essentiel pour le développement, la différentiation, la survie et l’homéostasie cellulaire envers 

différents types de stress (Mizushima et al 2008, Kroemer et al 2010). L’autophagie est un 

phénomène connu depuis des décennies, conservé chez les eucaryotes de la levure aux mammifères. 

Mais ce n’est qu’au cours de la dernière décennie que son rôle physiopathologique a été exploré 

(Levine & Kroemer 2008). Une altération de l’autophagie a été montrée dans les pathologies 

neurodégénératives, les infections, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Levine & Kroemer 

2008).  

Lors de l’autophagie, une partie du matériel cytoplasmique, compris des organelles, est adressé 

vers les lysosomes pour y être dégradé. Il existe trois types différents d’autophagie qui se 

différentient par leur fonction physiologique et modalité d’adressage aux lysosomes : la 

microautophagie, la macroautophagie et l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (Levine 

& Kroemer 2008, Terman et al 2007). La microautophagie consiste en la séquestration du 

cytoplasme par invagination directe de la membrane lysosomiale (Marzella et al 1981, Sahu et al 

2011) ; la macroautophagie, classiquement appelée autophagie (terme qui sera utilisé ensuite pour 

la décrire), consiste en la formation hautement régulée de vésicules à double membrane lipidique 

(autophagosome) qui, après séquestration des macromolécules et organelles, fusionnent avec les 

lysosomes (autophagolysosome) pour permettre la dégradation du matériel cellulaire (Levine & 

Klionsky 2004) ; l’autophagie médiée par les protéines chaperonnes dégrade spécifiquement des 

protéines cytosoliques contenant un motif KFERQ, directement adressés aux lysosomes (Kaushik et 

al 2011). 

Lors d’un stress non létal tel que les variations physico-chimiques du microenvironnement 

cellulaire et les signaux extracellulaires comme les hormones, les cytokines ou la présence de 

pathogènes, la cellule répond en adaptant son métabolisme pour se protéger et survivre. 

L’autophagie est un processus central dans cette réponse adaptative qui implique différentes voies 

biochimiques contrôlant l’absorption de nutriments, le métabolisme intermédiaire, le cycle 

cellulaire et les programmes de survie et mort cellulaire (Kroemer et al 2010). 

La carence en nutriment est la condition physiologique la mieux connue pour induire 

l’autophagie. Dans la plupart des cellules de mammifères cultivées in vitro et soumises à une 
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carence en acides aminés et glucose ou en facteurs de croissance (sérum), on observe le 

déclenchement d’une autophagie dans les minutes suivantes. (Boya et al 2005). Chez la souris, 

après 24-48 heures  de jeun, la plupart des tissus présente une augmentation du nombre 

d’autophagosomes (Mizushima et al 2004). Dans ce contexte, l’autophagie est induite par l’AMP 

activated protein kinase (AMPK), senseur énergétique activé par l’augmentation du ratio 

intracellulaire AMP/ATP, tandis qu’elle est inhibée par le mammalian target of rapamycin (mTOR), 

complexe protéique qui intègre les signaux provenant des facteurs de croissance et de la présence de 

nutriments (Kim et al 2011). L’interaction de ces deux acteurs peut être soit directe, car l’AMPK 

activée peut inhiber directement mTOR par phosphorylation (Meijer & Codogno 2007), soit 

indirecte, comme dans le cas de la phosphorylation différentielle de la protéine pro-autophagique 

Ulk1 (Kim et al 2011). Dans ce dernier cas, en l’absence de glucose, l’AMPK phosphoryle les 

sérines 317 et 777 activant Ulk1, tandis qu’en présence suffisante de nutriments, mTOR 

phosphoryle Ulk1 sur la Serine757, ce qui empêche son interaction avec l’AMPK. 

Le stress du réticulum endoplasmique (RE), médié par le système de réponse aux protéines non 

correctement repliées (unfolded protein response, UPR) est également un stimulus important de 

l’autophagie (Kroemer et al 2010), d’autant plus que le RE est aussi une source capitale pour la 

formation de la membrane des autophagosomes. Comme il a été précédemment décrit, les voies 

impliquées dans l’UPR sont contrôlées par trois protéines associées à la membrane du RE : PERK, 

ATF6  et IRE1 (Hotamisligil 2010). Ces protéines sont normalement maintenues inactives grâce à 

leur lien avec la protéine chaperonne GRP78. Lors d’une augmentation du nombre de protéines mal 

repliées, GRP78 est impliquée dans leur repliement, ce qui libère et active PERK, ATF6 et IRE1. 

En particulier, l’activation de PERK et ATF6 induit l’autophagie, tandis qu’IRE1 activée la 

supprime (Kroemer et al 2010).  

PERK est responsable de l’activation des protéines pro-autophagiques, telles que LC3 et Atg 5, à 

travers l’action des facteurs de transcription ATF4 et CHOP (Rouschop et al 2010). PERK 

phosphoryle le facteur de traduction eIF2α sur sa sérine 51. Cette phosphorylation donne lieu à une 

inhibition générale de la traduction et à une traduction sélective d’ARN messagers de réponse au 

stress (Hotamisligil 2010). La phosphorylation de eIF2α joue un rôle déterminant, bien qu’encore 

non élucidé, dans l’induction de l’autophagie. En effet, les cellules ayant une mutation pour une 

forme non phosphorylable de eIF2α (S51A) ne sont pas capables d’induire l’autophagie en réponse 

à la carence en nutriments (Kouroku et al 2007). Il est intéresant de noter qu’eIF2α intègre la 

réponse à différents types de stress environnementaux et endogènes hormis le stress RE, tels que la 

carence en acides aminés, l’exposition aux UV, l’exposition aux ARN double brins viraux, le stress 

osmotique, l’hypoxie et le stress oxydant (Harding et al 2003).  
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IRE1 est une kinase dotée d’une activité endoribonucléase qui catalyse un épissage de la forme 

codant pour le facteur de transcription XBP1, qui, à son tour, transactive les gènes impliqués dans 

l’UPR, comme l’ER-associated degradation, le contrôle de la qualité et le repliement des protéines 

(Hetz & Glimcher 2009). L’inhibition d’IRE1 augmente l’induction de l’autophagie chez la souris, 

ce qui suggère probablement une fonction de rétro-contrôle negatif pour limiter un éventuel excès 

d’autophagie induit par la voie PERK/eIF2α. 

L’hypoxie et l’anoxie (correspondant respectivement à une concentration d’oxygène <3% et 

0,1%) induisent l’autophagie à travers différents mécanismes. L’autophagie induite par l’hypoxie 

dépend du facteur de transcription HIF (Majmundar et al 2010, Mazure & Pouyssegur 2010). 

Lorsque la concentration en oxygène est inférieure au 5%, la sous-unité α de HIF est stabilisée et la 

transcription des gènes dépendants de HIF est activée. Parmi ceux-ci, on retrouve BNIP3 et 

BNIP3L, 2 protéines BH3-only qui peuvent perturber l’interaction Bcl-2/Beclin-1 et permettre la 

formation d’un complexe entre Beclin-1 et d’autres protéines, parmi lesquelles UVRAG et la PIP3 

kinase Vps34, essentielle à l’activation de l’autophagie (Bellot et al 2009). D’autres voies de 

signalisation sont impliquées dans l’activation de l’autophagie en conditions d’hypoxie ou d’anoxie 

sévères : la protéine DJ-1, dont les mécanismes de régulation ne sont pas encore connus ; la 

stimulation d’AMPK par stress métabolique et l’UPR du RE (Mazure & Pouyssegur 2010). Il est 

intéressant  de noter que l’activité de la kinase PERK et la phosphorylation de eIF2α sont 

nécessaires à une activation maximale de l’autophagie, ce qui confirme l’importance de la 

phosphorylation de eIF2α, et donc d’une réduction globale de l’anabolisme, comme mécanisme 

régulateur de l’autophagie (Rouschop et al 2010, Kroemer et al 2010). 

Le stress oxydant et le dommage à l’ADN sont aussi des inducteurs d’autophagie à travers 

différents mécanismes. Le peroxyde d’hydrogène exogène peut activer PERK, inhiber mTOR (Liu 

et al 2008) ou oxyder et activer la protéase Atg4, accélèrant ainsi la formation des autophagosomes 

(Scherz-Shouval et al 2007). D’ailleurs, la réponse cellulaire au stress oxydant implique souvent 

l’activation des voies de MAPK (mitogen-activated protein kinase), parmi lesquelles JNK1 active 

l’autophagie (Wong et al 2010). Les dommages à l’ADN stimulent l’expression de gènes pro-

autophagiques via la protéine oncosuppressive TP53 (Kroemer et al 2010). De façon intéressante, 

un rôle double a été rapporté pour TP53 dans le contrôle de l’autophagie (Green & Kroemer 2009). 

Celle-ci exerce une activité de facteur de transcription au niveau nucléaire et parmi les gènes cibles 

de TP53 il y a plusieurs gènes pro-autophagiques ; en revanche, les mécanismes de son activité 

inhibitrice de l’autophagie lorsqu’elle présente dans le cytoplasme ne sont pas encore complètement 

élucidés (Gan & Guan 2008, Green & Kroemer 2009). 
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L’autophagie a aussi un rôle central dans le contrôle de la qualité des mitochondries et par 

conséquent dans l’élimination de celles qui sont endommagées par une autophagie sélective 

nommée mitophagie (Wang & Klionsky 2011). Lors d’un stress sublétal, une fraction des 

mitochondries subit la perméabilisation de la membrane, un des signaux qui précèdent la mort 

cellulaire par nécrose ou apoptose (Kroemer et al 2007). Les mitochondries dépolarisées peuvent 

être reconnues par la machinerie autophagique grâce à l’intervention d’une kinase mitochondriale, 

PINK1, qui est sensible au changement de potentiel transmembranaire (Narendra et al 2010). A la 

suite de la dépolarisation mitochondriale, PINK1 s’accumule sur la surface de la mitochondrie et 

permet le recrutement de l’ubiquitine ligase de type E3 Parkin (Narendra et al 2010). Parmi les 

cibles de Parkin, on trouve VDAC1, une protéine majoritaire de la membrane mitochondriale 

externe. L’ubiquitination de VDAC1 permet le recrutement de la protéine p62/SQSTM1, ce qui 

aboutit à l’élimination de la mitochondrie par autophagie (Geisler et al 2010). Il est intéressant de 

noter que les mécanismes de formation des vésicules autophagiques peuvent être différents dans la 

mitophagie et l’autophagie induite par carence en nutriment. Il a été montré qu’au cours de la 

mitophagie ou de l’élimination d’agrégats protéiques, la formation d’autophagosome nécessite 

l’activité d’une déacetylase qui se lie à l’ubiquitine (HDAC6), tandis que l’absence de HDAC6 

n’altère pas le processus autophagique induit par une carence en nutriment (Lee et al 2010). 

L’autophagie est, d’un point de vue biochimique, un processus multi-étapes complexe, finement 

contrôlé et conservé chez les eucaryotes de la levure aux mammifères (Figure 10). Nous allons 

décrire les détails moléculaires des différentes étapes de l’autophagie chez les mammifères.  

La première étape consiste en l’initiation et la nucléation de la membrane qui formera ensuite la 

vésicule autophagique. Cette première structure est appelée pre-autophagosomal structure (PAS) 

ou phagophore et ses origines peuvent être multiples : la membrane du RE, la membrane externe de 

la mitochondrie ou même la membrane plasmique (Axe et al 2008, Ravikumar et al 2010). Les 

protéines kinases unc-51-like kinases (ULK 1,2 et 3), orthologues de Atg1 chez la levure, jouent un 

rôle central dans l’induction de l’autophagie (Yang & Klionsky 2010). En conditions normales 

(présence de nutriment) mTOR inhibe par phosphorylation ULK1 (ou ULK2) qui forme un 

complexe avec d’autres protèines, parmi lesquelles des cibles de son activité kinase, Atg13 et 

FIP200. Quand mTOR est inhibée (par exemple lors d’une carence en nutriment), ULK1 est activée 

par déphosphorylation et elle phosphoryle FIP200 et Atg13, ce qui permet la formation du 

phagophore (Figure 10A)( Kroemer et al 2010).  

Malgré que les détails biochimiques de l’activation en aval des constituants pro-autophagiques 

par le complexe ULK ne soient pas encore connus, lorsqu’il est actif, il phosphoryle Ambra1, 

protéine du complexe Bécline 1/Class III PI3K (phosphatidyl inositol 3-phoshate kinase de class 
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III) (Di Bartolomeo et al 2010). Ce complexe comprend Bécline 1, la PI3K de classe III  Vps34, 

Ambra 1 (He & Levine 2010). D’autres protéines, comme UVRAG (UV radiation resistence-

associated gene), Atg14L ou Bif-1/endophilin B1 peuvent interagir avec Bécline 1, modulant 

positivement l’activité de Vps34 et la genèse de phosphatidyl inositol 3-phoshate (PI3P), permettant 

le recrutement d’autres protéines nécessaires à la nucléation de la vésicule. (Kroemer et al 2010). 

D’ailleurs, il existe d’importants régulateurs négatifs de l’autophagie qui exercent leur activité à 

travers une interaction avec Bécline 1. Ces inhibiteurs appartiennent aux membres anti-apoptotiques 

de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1) (Maiuri et al 2007). En présence d’un stimulus pro-

autophagique, ces interactions inhibitrices sont interrompues par différents mécanismes, tels que la 

phosphorylation de Bcl-2 ou du domaine BH3 de Beclin 1, ou la compétition  avec des protéines 

pro-apoptotiques (BNIP3, Bad, Bik, Noxa, Puma et BimEL) (Pattingre et al 2009, Maiuri et al 

2007, Bellot et al 2009). L’étape suivante consiste en l’élongation et la formation de 

l’autophagosome (Figure 10C). La membrane croît et commence à entourer les macromolécules et 

les organites cytoplasmiques. Cette étape nécessite deux systèmes de conjugaison «ubiquitin like». 

Le premier système permet la conjugaison covalente entre Atg12 et Atg5 grâce aux enzymes E1-

like Atg7 et E2-like Atg10. Le complexe Atg12/Atg5 interagit de façon non covalente avec Atg16 

pour former un «manteau» (coating) sur le feuillet cytosolique de la membrane du phagophore 

(Yang & Klionsky 2010). 

Les concentrations de Atg5 peuvent être contrôlées par les calpaïnes, cystéine protéases 

dépendantes du calcium : une réduction du Ca2+ cytosolique augmente la disponibilité de Atg5 

entier et la formation du complexe pro-autophagique Atg12/Atg5 (Xia et al 2010). Le deuxième 

système permet la conjugaison covalente entre la glycine de la protéine LC3 et la phospholipide 

phosphatidyléthanolamine (PE) grâce à l’action séquentielle de la protéase Atg4, et des enzymes 

E1-like Atg7 et E2-like Atg3. La conjugaison du PE à LC3 (LC3-II) permet l’association stable de 

LC3-II aux deux faces de la membrane de l’autophagosome et sa détection biochimique et 

microscopique est utilisée pour mesurer l’autophagie (Mizushima et al 2004). Une fois 

l’autophagosome formé, le manteau est désassemblé et il y a le clivage de la liason LC3-PE par 

Atg4. Cela permet le recyclage des différentes protéines et leur réutilisation pour former d’autres 

autophagosomes (Yang & Klionsky 2010). L’autophagosome dépourvu des protéines du manteau 

est appelé amphisome et sa membrane externe débute la fusion avec la membrane des vésicules 

endosomales tardives, apportant des hydrolases et des ions H+, ce qui diminue le pH de la lumière 

de l’amphisome. Ensuite l’amphisome est adressé vers les lysosomes et la fusion entre amphisome 

et lysosome est effectuée par les protéines LAMP 1, 2 (lysosome-associated membrane protein 1 

and 2) et RAB 7 (une GTP-binding protein) (Corcelle et al 2009). La fusion avec les lysosomes 
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apporte plus d’hydrolases et acidifie ultérieurement le pH, aboutissant à la formation d’un 

autophagolysosome.  

 

 

Figure 10. Schéma général et composants majeurs de l’autophagie chez les mammifères. Les 

inducteurs de l’autophagie, comme la carence des nutriments, modulent l’interaction inhibitrice entre 

TORC1 et le complexe ULK1/2. A travers la phosphorylation de Ambra 1, le complexe ULK1/2 (A) régule 

l’activité du complexe Beclin 1//class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (B). Beclin 1 interagit avec 

différents facteurs qui augmentent (bleu) ou inhibent (gris) son lien avec Vps34, l’unité catalytique de PI3K, 

dont l’activité de kinase lipidique est essentielle pour l’autophagie. Au delà de ces complexes, la formation 

des autophagosomes nécessite la participation de deux systèmes de conjugaison du type ubiquitine 

(Atg12/Atg5 et Atg8/LC3) (C) Le deux systèmes de conjugaison sont essentiels pour la biogenèse de la 

membrane, appelée aussi, « phagophore ». De plus, le système ATG8/LC3 est nécessaire pour le transport et 

la maturation de l’autophagosome. Les autophagosomes matures peuvent fusionner avec des endosomes 

tardifs possédant la protéine Rab7 pour former des amphisomes. En fin, les autophagosomes ou amphisomes 

fusionnent leurs membranes avec les lysosomes acides pour acquérir les enzymes hydrolytiques nécessaires 

à dégrader leur cargo, et recycler les molécules essentielles dans le cytoplasme (D). Adapté par Kroemer et 

al 2010. 
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La membrane interne et le matériel cytoplasmique sont dégradés en  acides aminés, acides 

nucléiques et acides gras par des hydrolases pH dépendant, les cathepsines (B, D, L) (Kroemer & 

Jaattela 2005). Ces éléments simples quittent le lysosome par des pores membranaires pour être 

réutilisés par la cellule. 

De nombreuses études récentes ont montré l’implication de l’autophagie dans différentes 

conditions pathologiques du foie. 

Des premières études des années 70-80 avaient déjà montré la présence de l’autophagie dans le 

contexte des lésions d’ischémie/reperfusion (Mortimore & Schworer 1977, Schneider & 

Gorschboth 1983). Dans un contexte d’hépatectomie partielle, nous avons montré que, dans des 

foies stéatosiques et présentant des atteintes vasculaires suite à des cycles de chimiothérapie, 

l’autophagie induite par un preconditionnement ischémique est corrélée avec une diminution de la 

nécrose (Domart et al 2009, Degli Esposti et al 2010). Nous avons également montré une induction 

de l’autophagie dans des biopsies de greffons stéatosiques soumis à un préconditionnement 

ischémique et, de façon intéressante, la présence de l’autophagie était corrélée avec une diminution 

des épisodes de rejet aigu et chronique et avec une tendance à la diminution de l’index nécrotique 

(Degli Esposti et al 2011). D’autres études récentes montrent des résultats qui suggèrent, dans leur 

ensemble, que l’induction de l’autophagie peut avoir un effet protecteur pour les hépatocytes dans 

le cas d’une ischémie suivi par une reperfusion (Shin et al 2008, Kim et al 2008). Cependant, 

l’absence de données qui concernent l’interaction entre les hépatocytes, les cellules endothéliales et 

les cellules inflammatoires dans ce contexte pro-autophagique limite encore la compréhension du 

rôle de l’autophagie dans les lésions d’ischémie/reperfusion (Rautou et al 2010).  

Au delà de son rôle dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, l’autophagie a été récemment 

reconnue comme une composante de l’immunité innée et adaptative (Rautou et al 2010). 

Dans le contexte des hépatites virales, il est intéressant de remarquer comment les virus de 

l’hépatite C et B ont développé des stratégies pour utiliser la machinerie de l’autophagie à leur 

bénéfice. En particulier l’autophagie est nécessaire pour les premières phases de la réplication du 

virus de l’hépatite C (Dreux et al 2009) et elle accroît significativement la réplication du virus de 

l’hépatite B pendant la phase de réplication de l’ADN, mais faiblement pendant la transcription de 

l’ARN (Sir et al 2010).  

Les données concernant le rôle de l’autophagie dans les lésions hépatiques aigues sont rares; 

chez l’homme, les seules données disponibles ne montrent pas une induction de l’autophagie, sauf 

dans des cas d’insuffisance hépatique dans un contexte d’anorexia nervosa (Rautou et al 2008).  

Dans le cas des hépatopathies alcooliques, l’autophagie est réduite dans les hépatocytes (Harada 

et al 2010, Zatloukal et al 2007). Les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore élucidés, mais 
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l’ethanol cause une diminution de l’activité de l’AMPK (qui inhibe mTOR, activant ainsi 

l’autophagie) et aussi une altération du trafic vésiculaire dans les hépatocytes, nécessaire à un 

fonctionnement correct de l’autophagie (You et al 2010, Kochl et al 2006). La diminution de 

l’activité autophagique peut contribuer aux conséquences pathologiques de l’abus d’alcool, comme 

la formation des corps de Mallory, dans lesquels on retrouve la protéine autophagique p62 

(Komatsu et al 2010). 

Récemment, il a été montré que l’autophagie est impliquée dans le métabolisme hépatocytaire 

des lipides, suggérant son implication dans la pathogenèse de la NAFLD (Singh et al 2009). 

L’autophagie des réserves lipidiques est nommée macrolipophagie. Comme dans l’autophagie, dans 

la macrolipophagie on observe des vésicules à double membrane qui entourent de gouttelettes 

lipidiques et les adressent vers le compartiment lysosomial où les lipides sont dégradés en acides 

gras et glycérol. La présence de cette voie de dégradation des lipides, alternative aux lipases 

cytosoliques, explique la capacité du foie à mobiliser aussi rapidement des quantités importantes de 

lipides, bien que le contenu en  lipases soit modeste comparé à ceux des adipocytes (Zechner et al 

2009, Czaja 2010). Dans des modèles murins d’obésité chronique et d’insulino-résistance génétique 

(souris ob/ob) et diététique (régime à contenu élevé en graisses), l’augmentation de la disponibilité 

des lipides est corrélée avec une diminution des marqueurs autophagiques dans le foie (Singh et al 

2009, Czaja 2010, Yang et al 2010, Liu et al 2009). Les mécanismes qui ont été proposés 

concernent des inhibitions tant transitoires qu’à long terme. La voie mTOR peut induire les 

inhibitions de courte durée, alors que la régulation de longue durée dépendrait du contrôle 

transcriptionnel par le facteur FoxO, celui-ci étant inhibé par l’activation de protéines kinase B 

induite par l’insuline (Liu et al 2009). Dans l’obésité, l’autophagie tend à être diminuée. Il existe 

plusieurs mécanismes qui peuvent expliquer ce déclin. Premièrement, le fait que l’obésité augmente 

l’expression de la protéase calpaïne 2, qui clive la protéine Atg7, essentielle à la formation de 

l’autophagosome, deuxièmement le fait que, dans des conditions d’obésité, l’activation de mTOR 

soit augmentée à cause de l’excès d’acide aminés provenant de l’alimentation (Yang et al 2010, 

Codogno & Meijer 2010).  

L’autophagie semble avoir un rôle double dans l’établissement de l’inflammation dans le 

contexte de l’obésité. D’un coté, un défaut d’autophagie augmente et entretient le stress RE causé 

par l’excès d’alimentation, ce qui contribue au développement d’une insulino-résistance (Yang et al 

2010, Hotamisligil 2010). De l’autre coté, il a été montré que, dans les adipocytes, l’induction d’un 

stress RE est suffisante à induire une dégradation de l’adiponectine, adipokine anti-inflammatoire, 

dépendante de l’autophagie (Zhou & Liu, 2010). 
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Le dysfonctionnement de l’autophagie a été corrélé avec le développement du cancer, 

notamment à cause de la délétion mono-allélique du gène bécline 1 dans 40-75% des cancers du 

sein, ovarien, et de la prostate (Morselli et al 2009, Mathew et al 2007). En ce qui concerne le 

carcinome hépatocellulaire, des études in vitro, chez la souris et chez l’homme, ont confirmé que 

l’autophagie joue un rôle suppresseur de tumeur, bien que les mécanismes oncosuppresseurs de 

l’autophagie ne soient pas encore élucidés (Qu et al 2003, Ding et al 2008). Même s’il semble 

paradoxal qu’n mécanisme essentiellement pro-survie soit anti-tumoral, certaines fonctions «anti-

tumorales» de l’autophagie ont été proposées, notamment la capacité de limiter l’instabilité 

génomique, la diminution du stress oxydant, de la nécrose intra-tumorale et de l’inflammation 

locale (Morselli et al 2009, Mathew et al 2007). 
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IV. La tolérance à la mort cellulaire comme mécanisme impliqué dans 

la cancérogenèse hépatique 

 

La tolérance à la mort est un des aspects caractéristiques des cellules cancéreuses. Au cours du 

développement tumoral ou de la radio/chimiothérapie, les cellules tumorales rencontrent des 

conditions de stress physiologique qui normalement induisent l’apoptose, connue pour être une 

mort programmée qui s’oppose à la tumorigenèse (Hanahan & Weinberg 2011). Cependant, il est 

aussi bien établi que les senseurs classiquement impliqués dans le transfert de signaux qui 

emmènent ensuite à l’exécution du programme apoptotique sont souvent anormaux (Adams & Cory 

2007). Une des anomalies les plus fréquentes est la perte de fonction de TP53, qui active l’apoptose 

en réponse à un endommagement excessif de l’ADN (Juntilla & Evan 2009). Les cellules tumorales 

utilisent de nombreuses stratégies pour limiter la mort apoptotique : une augmentation de 

l’expression des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL) ou des facteurs favorisant la survie 

(Insulin-like growth factors 1 et 2), ou bien encore une diminution de l’expression des protéines 

pro-apoptotiques (Bax, Bim, Puma) (Hanahan & Weinberg 2011). D’ailleurs, le développement 

d’une tolérance à la mort cellulaire peut être un événement qui survient assez précocément au cours 

de la tumorigenèse, car il semble nécessaire à une progression vers un grade de malignité avancée 

(Lowe et al 2004).  

Comme nous l’avons précédemment décrit, le développement de la NAFLD vers la NASH est 

un facteur de risque pour le développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) (Page & 

Harrison 2009). L’obésité est à la fois un facteur de risque reconnu pour la NASH et le CHC 

(Caldwell et al 1999). Il a été reporté un risque relatif de développer un cancer du foie de 1,68 et 

4,52 respectivement chez des femmes ou des hommes obèses par rapport aux sujets du même sexe 

non-obèses (Calle et al 2003). Le diabète de type 2 est un autre élément clé du syndrome 

métabolique caractérisé par l’insulino-résistance (Page & Harrison 2009) et un facteur de risque 

pour la NASH et le CHC (Adams et al 2005, El-Serag et al Gastroenterology 2004). De façon 

préoccupante, il a été montré que l’obésité et le diabète de type 2 ont un effet synergique sur le 

risque de développement d’un CHC (Polesel et al 2009, Chen et al 2008). 

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés aux mécanismes de tolérance à la mort cellulaire 

dans des foies stéatosiques humains et dans des modèles cellulaires de NASH. Nous avons utilisé à 

ce but le modèle du préconditionnement ischémique (PI), une technique décrite pour la première 

fois dans le cœur par Murry et al (1986), qui consiste, grâce à de courtes périodes d’occlusion 

vasculaire avant l’ischémie, à conférer une protection contre les lésions d’I/R. 
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IV.1 Le préconditionnement ischémique comme modèle d’étude des mécanismes de tolérance 

à la mort cellulaire  

Les lésions d’ischémie/reperfusion sont caractérisées par une nécrose cellulaire et une réponse 

inflammatoire. La nécrose est causée essentiellement par l’absence d’oxygène et elle peut s’établir 

quelques minutes après l’ischémie dans certains tissus tels que le cœur et le foie (Farber et al 1981). 

La réponse inflammatoire est déclenchée par l’effet oxydant de la reperfusion et elle peut amplifier 

les lésions ischémiques tant au niveau local que systémique (Parks & Granger 1986).  

C’est en 1986 que Murry et al montraient pour la première fois le phénomène du PI sur les cœurs 

dans un modèle expérimental chez le chien. Il a montré qu’après 40 minutes d’occlusion des 

coronaires, la zone d’infarctus chez les animaux préconditionnés était inferieure de 70% par rapport 

aux contrôles (Murry et al 1986). Le PI était efficace en quelques minutes et pour 2-3 heures, ce qui 

suggère le déclenchement de médiateurs des effets à court terme. Des agonistes libérés localement, 

tels que l’adénosine, la bradykinine, les catécholamines ou les opioïdes peuvent induire une réponse 

protective en se liant à des récepteurs de membrane couplés aux protéines G (Cohen et al 2000). De 

façon intéressante, il a été décrit qu’une deuxième fenêtre de protection se produisait après environ 

24h du PI (Kuzuya et al 1993) avec une durée prolongée de 48-96 heures mais moins protectrice 

(Bolli 2000). 

Le PI induit une tolérance à l’ischémie par différents mécanismes (Pasupathy & Homer-

Vanniasinkam 2005) synergiques qui ont comme dénominateur commun la diminution de la 

consommation d’ATP.  

De façon générale, le PI réduit la demande d’énergie pendant l’ischémie (Jennings et al 2001). 

Un des mécanismes de downregulation du métabolisme semble passer par l’activation de l’AMPK 

qui inhibe la glycolyse (Vincent et al 1992). D’ailleurs l’AMP, activateur allostérique de l’AMPK 

augmente au cours du PI (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005) et l’inhibition de l’AMPK 

élimine les bénéfices du PI chez le rat (Peralta et al  2001). Un des mécanismes proposés est 

l’amélioration de l’efficacité du réseau de transfert énergétique (Pucar et al 2001). En effet la 

production d’ATP est physiologiquement couplée aux sites d’utilisation par des voies enzymatiques 

comprenant la créatine kinase, l’adenylate kinase et les enzymes glycolytiques (Pasupathy & 

Homer-Vanniasinkam 2005). Une étude par spectroscopie à résonance magnétique nucléaire a 

montré que le PI change la distribution des phosphates à haute énergie, ce qui rend le réseau de 

transfert énergétique plus performant (Pucar et al 2001). Un autre mécanisme consiste en une 

restriction du passage passif de ions à travers la membrane plasmique, ce qui permettrait de 

diminuer l’activité de la Na+/K+ ATPase, enzyme qui utilise des grandes quantités d’ATP pour 

garder le potentiel de membrane, en réajustant l’équilibre énergétique (Hochachka 1986). Ce 
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mécanisme protège ainsi de l’accumulation intracellulaire de Na+, qui serait suivi par un influx 

d’eau et qui aboutirait à un gonflement et à une rupture de la cellule. De plus, pendant une ischémie 

prolongée, on observe une accélération de la glycolyse anaérobie, qui induit une production de H+ 

et une acidose dans le tissu ischémique (Dennis et al 1991). Lors de la reperfusion, on observe un 

rétablissement trop rapide du pH intracellulaire et un influx de Na+ et Ca2+ via le transporteurs 

Na+/H+ et Na+/Ca2+, ce qui peut provoquer une nécrose cellulaire (Scholz & Albus 1993). En effet il 

a été montré que le PI prévient l’accumulation de Na+ intracellulaire et l’acidose dans les 

hépatocytes de rat soumis à anoxie prolongée (Carini et al 2000). L’équilibre ionique à travers les 

membranes interne et externe de la mitochondrie est aussi essentiel pour l’intégrité de la cellule. Le 

PI garde ouvert les canaux KATP des mitochondries, en réduisant l’accumulation du calcium dans la 

matrice, ce qui protège de la libération des médiateurs apoptotiques de la mitochondrie. (Wang et al 

2001). Enfin, il a été montré que le PI peut activer des voies de signalisation qui favorisent la survie 

cellulaire, notamment NF-κB qui, via la voie de MAPkinase, permet aux hépatocytes 

préconditionnés d’entrer dans le cycle cellulaire après ischémie prolongée (Teoh et al 2002). 

 Le PI induit une tolérance à la reperfusion, notamment par des mécanismes divers concernant la 

régulation du stress oxydant (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005). En effet la reperfusion, 

bien que nécessaire pour rétablir la phosphorylation oxydative et éliminer l’accumulation des 

produits toxiques formés au cours de l’ischémie, a des conséquences locales et systémiques 

importantes (Grace 1994). Une partie des ERO est produite au cours de la dégradation de la 

xanthine par la xanthine oxydase (XO) et ils sont les principaux responsables des lésions de 

reperfusion. Dans les tissus sains, 90% de cet enzyme est dans sa forme de déshydrogénase (XD). 

Au cours de l’ischémie, l’influx de Ca2+ active des protéases qui catalysent la conversion de la XD 

en XO dans les cellules endothéliales (McCord et al 1985). Cela prédispose à la génération des 

ERO lors de la reperfusion et par conséquence aux lésions tissulaires dues à la peroxydation des 

membranes et à l’activation des leucocytes (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 2005). Le PI 

diminue la conversion de la XD en XO dans les foies des rats soumis à une ischémie froide, ce qui 

s’accompagne à une diminution du stress oxydant (Fernandez et al 2002). De plus, il a été montré 

que le PI diminue l’activation des cellules de Kupffer et maintient le potentiel redox des 

mitochondries dans les foies de rat (Glanemann et al 2003). L’homéostasie mitochondriale semble 

jouer un rôle central dans le contrôle des lésions I/R, car la mitochondrie  est source importante 

d’ERO, organelle clé dans l’homéostasie du Ca2+ et intégrateur des signaux qui déterminent la 

survie ou la mort cellulaire (Kroemer et al 2007). Le PI semble favoriser la conservation de 

l’intégrité de la membrane mitochondriale, ce qui est suggéré par une diminution de la libération du 

Apoptotic Inducing Factor (AIF) et l’inhibition de la perméabilité du pore de transition 
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mitochondriale, dont l’ouverture peut initier l’apoptose (Kim & Han 2003, Hausenloy et al 2002). 

De plus, il a été montré que le PI diminue la concentration hépatique de TNFα, un inducteur 

important de l’apoptose dans le foie, modulant la mort caspase dépendante (Yadav et al 1999).  

Au delà des effets cellulaires observés, le PI peut également moduler des réponses systémiques 

telles que la microcirculation et la réponse inflammatoire (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam 

2005). Après reperfusion, on peut observer un phénomène connu sous le nom de no reflow 

phenomenon. Il consiste en une absence de reperfusion (jusqu’à 30% du lit vasculaire) causée par 

une nécrose post-ischémique des cellules endothéliales, une diminution de biodisponibilité de NO et 

une activation des plaquettes et neutrophiles (Rezkalla & Kloner 2002, Dayton et al 2002). Le PI 

diminue ce phénomène par une augmentation de la production des molécules vasodilatatrices, telles 

que les eicosanoides et le NO (Lefer & Lefer 1996, Peralta et al 1996). La reperfusion permet 

d’ailleurs aux cytokines inflammatoires produites pendant le stress hypoxique de circuler à distance 

du site de production, aboutissant à une réponse inflammatoire systémique (Pasupathy & Homer-

Vanniasinkam 2005). De façon intéressante, il a été montré que les rats dont le foie avait été 

préconditionné, présentaient à la fois des concentrations hépatiques moindres de TNFα et une 

diminution de l’expression de la P-selectine, protéine que permet l’adhérence et l’infiltration de 

neutrophiles dans des organes éloignés (Peralta et al 2001). De plus, l’équipe de notre laboratoire et 

l’équipe de C. Peralta ont montré de façon indépendante que le PI exerce une activité anti-

inflammatoire en modulant la synthèse de NO et l’action de l’IL-1 (Barrier et al 2005, Franco-Gou 

2006). Au cours de la transplantation hépatique, l’activation de l’AMPK, une kinase centrale dans 

la régulation du métabolisme énergétique, est augmentée par le PI tant dans les foies stéatosiques 

que dans les foies non stéatosiques. L’AMPK induit la synthèse de NO, pour lequel un rôle 

protecteur pour les greffons a été confirmé (Carrasco-Chaumel et al 2005). 

Enfin, il est intéressant de noter que les effets du PI ne sont pas toujours les mêmes dans le foies 

stéatosiques par rapport au non-stéatosiques, les réponses étant parfois modulées soit par des 

mécanismes moléculaires différents soit par une intensité différente du même mécanisme. Dans les 

greffons stéatosiques, une plus grande quantité de xanthine et xanthine oxydase a été observée par 

rapport aux greffons non stéatosiques. Celle-ci était corrélée à une augmentation de la peroxydation 

lipidique (Fernandéz et al 2004). Le PI diminuait les concentrations de xanthine et de xanthine 

oxydase dans les foies stéatosiques. Il a été décrit que les foies stéatosiques sont plus prédisposés à 

subir une diminution de PPAR-α, un facteur de transcription qui régule l’inflammation au niveau 

hépatique, de façon concomitante avec une surexpression d’adiponectine à la suite d’un I/R 

(Massip-Salcedo et al 2008). Cette condition, induite par les MAP kinases, résulte en une 

augmentation du stress oxydant et des lésions hépatiques. Le PI montre un effet agoniste dans 
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l’activation de PPARα, ce qui inhibe l’activation de MAP kinase et l’accumulation d’adiponectine, 

avec pour résultat une diminution du stress oxydant et des lésions d’I/R (Massip-Salcedo et al 

2008). 

Il est remarquable que les foies stéatosiques, qui présentent une capacité de synthèse de l’ATP 

détériorée (Peralta et al 2001), soient aussi ceux qui bénéficient plus des effets métaboliques du PI. 

Le PI a un meilleur effet de maintien sur l’activité de l’ATP synthétase et le taux de respiration 

mitochondriale dans les foies stéatosiques par rapport aux foies non stéatosiques dans un modèle 

animal d’I/R chaude (Rolo et al 2009). Nous avons montré que des greffons stéatosiques soumis à 

PI présentent une activation de l’autophagie significativement plus importante par rapport aux foies 

préconditionnés non stéatosiques et que l’autophagie est activée par le PI dans les foies rendus 

stéatosiques à la suite d’une chimiothérapie (Degli Esposti et al 2011, Domart et al 2009). 

L’autophagie, dont les détails biochimiques ont été décrits dans le chapitre précédent, est un 

mécanisme catabolique qui permet de recycler des acides aminés et d’autres composants 

moléculaires simples à partir de la dégradation de protéines et d’organelles endommagées 

(Mizushima et al 2008). L’autophagie est rapidement induite lorsque la cellule nécessite de générer 

de l’énergie et des nutriments par exemple dans le cas de carence en nutriments (Mizushima et al 

2008). Dans le contexte de l’I/R des foies stéatosiques, il est possible que l’autophagie vienne lutter 

contre une déplétion d’ATP pour retarder la mort cellulaire. L’autophagie représente donc un 

mécanisme au carrefour de l’homéostasie métabolique et de la survie cellulaire, dont un 

fonctionnement dérégulé est impliqué dans différentes pathologies hépatiques (Rautou et al 2010). 

 

IV.2 Le risque de cancérogenèse par un excès de tolérance aux stress chroniques 

L’incidence du développement d’un carcinome hépatocellulaire chez des patients suivis pour 

NASH est rapporté depuis peu dans de grandes séries, bien que les chiffres soient variables (Page & 

Harrison 2009). Les mécanismes de cancérogenèse sont encore méconnus. Les liens les plus 

probables sont 1) la production accrue d’ERO et leurs conséquences sur les attaques radicalaires des 

macromolécules, notamment les acides nucléiques ou encore les protéines des systèmes de 

réparation des anomalies de l’ADN ; 2) la libération de débris cellulaires et de cytokines pro-

inflammatoires au cours de la nécrose, notamment l’IL-1, provoquant une inflammation chronique 

faisant le lit de développement de tumeurs primitives, et « 3) un défaut de mort cellulaire 

programmée aboutissant à la survie de cellules portant des anomalies génétiques qui pourront être 

transmises à la descendance. C’est ce dernier aspect, qui implique l’autophagie et la mitophagie, 

décrites précédemment, que nous allons discuter. 
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Le concept de la mort cellulaire programmée par apoptose des cellules constituant un rempart 

naturel contre le développement d’une tumeur primitive a été décrit par plusieurs études au cours 

des dernières années (Adams and Cory 2007, Lowe et al 2004, Evan and Littlewood 1998). 

D’autres ont montré que l’apoptose est atténuée dans les tumeurs qui deviennent malignes et dans 

celles qui résistent à la thérapie (Adams and Cory 2007, Lowe et al, 2004).  

L’activation du programme apoptotique utilise deux voies distinctes mais convergentes, la voie 

des récepteurs de mort et la voie mitochondriale. La convergence de ces deux voies, qui passe par 

l’interaction des protéines adaptatrices (complexe de signalisation de mort, DISC), se réalise au 

niveau de l’activation d’une famille d’enzymes connue sous le nom de caspases (contraction de 

cystein-dependent aspartate specific protease). Le signal apoptotique qui transmet le message entre 

les protéines régulatrices et les protéines effectrices de l’apoptose (les caspases) est contrôlé par la 

balance entre membres pro- et antiapoptotiques de la famille de Bcl-2 (Adams and Cory 2007). Bcl-

2 et les protéines de la même famille (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) sont des inhibiteurs de l’apoptose. 

Leur mécanisme d’action consiste à lier et inhiber deux protéines pro-apoptotiques (Bax et Bak) 

qui, si elles sont activées, forment des pores dans la membrane externe des mitochondries causant la 

libération dans le cytosol d’autres médiateurs pro-apoptotiques, tels que le cytochrome c ou AIF 

(Adams and Cory 2007). D’autres protéines pro-apoptotiques ne possèdent que le domaine 3 

d’homologie à Bcl-2, nommées protéines BH3-only (Kuwana et al 2005). Ces protéines se lient aux 

membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 en les inhibant, ce qui permet l’activation de Bax et 

Bak (Leber et al 2007). 

Les conditions déclenchant l’apoptose ne sont pas toutes connues. Toutefois il a été montré que 

diverses anomalies des acteurs de l’apoptose jouent un rôle clé dans le développement des tumeurs 

(Adams and Cory 2007, Lowe et al, 2004).  

Les cellules cancéreuses acquièrent différentes stratégies pour échapper à l’apoptose. La plus 

commune est la perte de fonction de la protéine TP53, un senseur qui active l’apoptose à la suite 

d’un endommagement de l’ADN. Les tumeurs peuvent aussi détourner l’apoptose à travers une 

expression accrue des régulateurs antiapoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL) ou de signaux de survie, tels que 

l’Insulin-like growth factors 1 et 2 ; voire à travers  une diminution des facteurs pro-apoptotiques 

(Bax, Bim, Puma), ou par un court-circuit de la signalisation des récepteurs de mort (Hanahan & 

Weinberg 2011). La multiplicité des mécanismes pour échapper à l’apoptose reflète les différents 

types de stress que les populations des cellules tumorales rencontrent pendant leur évolution vers la 

malignité (Hanahan & Weinberg 2011). 

Un dysfonctionnement de l’apoptose est caractéristique du processus de cancérogenèse 

hépatique (Schattenberg et al 2011). Une diminution de la sensibilité à la signalisation du récepteur 
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de mort CD95/Fas contribue à la transformation maligne des hépatocytes (Lee et al 2001). 

L’inhibition de l’apoptose à travers une diminution de l’expression de protéines adaptatrices des 

DISCs est aussi un mécanisme commun par lequel les cellules transformées évitent la mort 

cellulaire (Schuchmann et al 2003). Cependant, un taux apoptotique élevé est corrélé avec la 

présence des processus inflammatoires et fibrogéniques (Vick et al 2009, Takehara et al 2004). Les 

lésions et le renouvellement des hépatocytes sont aussi essentiels pour déclencher la transformation 

maligne des cellules hépatiques. En effet, l’élimination des cellules par apoptose favorise la 

prolifération hépatocytaire (Malhi et al 2010). L’interaction entre le renouvellement cellulaire dû à 

l’apoptose, un stimulus constant pro-apoptotique et la réponse fibrotique de la matrice 

extracellulaire donne lieu à un microenvironnement favorisant le développement d’un cancer du 

foie (Malhi et al 2010).  

Si l’apoptose et les stratégies utilisées par les cellules cancéreuses afin d’éviter l’apoptose sont 

connues depuis longtemps, c’est seulement au cours de la dernière décennie que le concept de mort 

programmé devient plus large, grâce à la compréhension des interrelations entre l’apoptose et 

d’autres formes de mort cellulaire, telles que la nécrose, la necroptose et la mort autophagique 

(Hanahan & Weinberg 2011). D’ailleurs ces interrelations correspondent à une intégration de l’état 

métabolique de la cellule avec les stress endogènes (ERO, stress du RE) et exogène (cytokines et 

adipokines, hypoxie).  

L’autophagie, comme nous l’avons décrit auparavant, représente une réponse physiologique qui, 

comme l’apoptose, fonctionne à un niveau basal faible, mais qui peut être fortement induite dans 

certaines conditions de stress, la plus connue étant la carence en nutriments (Levine and Kroemer, 

2008; Mizushima et al, 2004). Des études récentes ont montré une interaction entre les circuits de 

régulation de l’autophagie, l’apoptose et l’homéostasie cellulaire. C’est le cas des signalisations des 

kinases PI3-kinase, AKT, et mTOR kinases, qui sont activées par des signaux de survie qui 

bloquent à la fois l’apoptose et l’autophagie (Levine and Kroemer, 2008; Sinha & Levine, 2008; 

Mathew et al, 2007). Lorsque les signaux de survie ne sont pas suffisants, l’atténuation des trois 

voies peut donner lieu à l’activation de l’apoptose et/ou de l’autophagie (Levine and Kroemer 2008, 

Sinha & Levine 2008, Mathew et al 2007). 

La protéine Bécline-1, dont le rôle essentiel dans l’activation de l’autophagie a été décrit dans un 

chapitre précédent, appartient à la famille de protéines BH3-only, qui possèdent un domaine pour 

lier les protéines Bcl-2/Bcl-xL (Levine and Kroemer 2008, Sinha & Levine 2008). Le complexe Bcl-

2/Bécline 1 rend la Bécline 1 inactive, inhibant l’induction de l’autophagie. Il est donc possible que, 

selon l’état physiologique de la cellule, une compétition des protéines senseurs de stress de la 
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famille BH3-only pour Bcl-2, puisse donner lieu à une induction de l’autophagie et/ou de l’apoptose 

(Hanahan & Weinberg 2011). 

Le rôle de l’autophagie dans la cancérogenèse est complexe et dépendant du contexte (Mathew 

& White 2011). En effet, les souris porteuses d’allèles inactifs du gène pour Bécline 1 ou d’autres 

composantes de la machinerie de l’autophagie présentent une susceptibilité plus élevée au 

développement de cancers (White and DiPaola 2009, Levine & Kroemer 2008). Ces résultats 

montrent que l’autophagie est une voie qui supprime la tumorigenèse, en limitant probablement le 

stress oxydant et les lésions tissulaires qui peuvent déclencher l’initiation d’un cancer (White & 

DiPaola 2009, Mathew & White 2011). 

La carence en nutriments, la radiothérapie et certains médicaments cytotoxiques peuvent induire 

un niveau d’autophagie qui semble permettre la survie de cellules cancéreuses (White & DiPaola 

2009 Amaravadi & Thompson 2007, Mathew et al 2007). De plus, il a été montré que certaines 

cellules cancéreuses, soumises à des stress sévères, peuvent se rétrécir grâce à l’autophagie, entrant 

dans un état de dormance réversible (White & DiPaola 2009, Lu et al 2008). Cette réponse pro-

survie peut permettre la persistance et éventuellement une récidive du cancer à un stade plus avancé 

à la suite d’un traitement de chimiothérapie Hanahan & Weinberg 2011).  

L’autophagie comme processus de cancérogenèse hépatique chez les sujets atteints d’une NASH 

n’a pas été encore décrit, à notre connaissance. Dans ce contexte, l’accumulation de mitochondries 

endommagées dans les cellules stéatosiques pourrait être en partie responsable de la production 

d’un excès d’ERO, déclenchant une réaction inflammatoire et/ou des attaques radicalaires des 

acides nucléiques ou des lipides, et des protéines, en particulier celles intervenant dans la réparation 

des lésions de l’ADN.  

Malgré les études réalisées à ce jour, les connaissances sur l’impact des altérations 

mitochondriales dans la genèse et l’évolution de la NASH vers un carcinome hépatocellulaire sont 

encore insuffisantes. Dans ce contexte, le turn over des mitochondries, plus particulièrement la 

modulation de la mitophagie lors de la stéatohépatite, est un mécanisme qui pourrait s’avérer 

important. Il est peu exploré à notre connaissance dans cette pathologie. La mitophagie, ou macro-

autophagie appliquée aux mitochondries, est un processus qui garantit l’intégrité cellulaire en 

assurant la dégradation et le recyclage des mitochondries endommagées afin de maintenir entre 

autres une production d’ATP à un niveau vital. Une altération de ce processus a déjà été mise en 

évidence dans plusieurs cas, notamment dans les maladies neurodégénératives (Lutz et al 2009, 

Springer & Kahle 2011, Santos et al 2010). Une mitophagie anormale provoque une accumulation 

de mitochondries endommagées sources d’ERO nocives pour les composantes cellulaires, en 
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premières lignes desquelles se trouvent les mitochondries elles-mêmes. Ceci participe ainsi par un 

phénomène d’auto-amplification des ERO à la genèse d’un stress oxydant délétère pour la cellule. 

Il est possible que le stress cellulaire chronique généré par la stéatose perturbe le turn-over des 

mitochondries, en particulier la mitophagie. En conséquence, l’accumulation de mitochondries 

endommagées dans les cellules stéatosiques serait en partie responsable de la production d’un excès 

d’ERO, déclenchant une réaction inflammatoire et/ou des attaques radicalaires des macromolécules, 

notamment les acides nucléiques. La survie de telles cellules, via l’autophagie par exemple, pourrait 

permettre la transmission des anomalies génétiques à la descendance et ainsi être une nouvelle voie 

de cancérogenèse. 

En conclusion, l’autophagie semble avoir des effets contradictoires sur les cellules et donc sur la 

progression tumorale (White & DiPaola 2009). Il est nécessaire que la recherche à venir éclaircisse 

les conditions physiologiques déterminant quand et comment l’autophagie permet la survie ou 

cause la mort cellulaire ainsi que son rôle dans les étapes précoces de transformation tumorale. 
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OBJECTIFS 

 

La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation de triglycérides sous forme de 

vésicules, est connue depuis de nombreuses années. La réponse inflammatoire engendrée par cette 

accumulation est également décrite depuis plusieurs années. Sa description a permis de définir 

« two  hits » indispensables à la genèse d’une stéatohépatite ou NASH. Le premier étant 

l’accumulation de lipides, le second, la genèse d’un stress oxydant et la libération de cytokines. La 

NASH est une des conséquences pathologiques du syndrome métabolique au cours duquel une 

résistance des tissus à l’insuline se développe. Récemment, la composition des lipides accumulés 

dans la NASH a été décrite et montre la présence de cholestérol libre et de différents métabolites 

des acides gras dont la toxicité est grande mais variable. De façon surprenante, une nouvelle 

hypothèse tend à émerger quant aux rôles protecteurs de certaines espèces lipidiques. En effet, le 

stockage des triglycérides sous forme de vésicules pourrait être un mécanisme de survie cellulaire 

(Choi & Diehl 2008). Il s’agirait principalement d’une tolérance à la mort cellulaire par nécrose ou 

apoptose. Dans ce contexte, l’activation de l’autophagie serait capitale et la nécrose ne serait plus 

un mécanisme non contrôlé, mais au contraire un système finement régulé. 

La tolérance à la mort cellulaire est une des caractéristiques des cellules dont l’organe est soumis 

à un préconditionnement ischémique avant une ischémie-reperfusion plus longue (Murry et al 

1986). Le PI entraîne la régulation positive de l’expression de gènes anti-apoptotiques ou la 

répression de gènes pro-apoptotiques. Ces mécanismes ont été largement décrits dans la tolérance 

du cœur et du foie à l’ischémie-reperfusion sans être pour autant complètement élucidés à ce jour. 

Cependant, ces travaux offrent des pistes intéressantes quant aux voies de signalisation impliquées 

dans les mécanismes de tolérance à la mort cellulaire. 

La tolérance à la mort cellulaire est également une caractéristique des cellules cancéreuses qui 

surviendrait assez précocement dans le développement tumoral. Celle-ci ne reposerait pas 

seulement sur la présence des mutations dans les gènes qui codent pour les protéines contrôlant 

l’apoptose (Hanahan & Weiberg 2011). La littérature récente a montré l’existence de systèmes de 

réponse aux stress impliquant un contrôle de l’homéostasie tant au niveau tissulaire qu’au niveau 

cellulaire (Hanahan & Weiberg 2011, Kroemer et al 2010, Hotamisligil 2010). Ces systèmes 

intègrent les signaux provenant du métabolisme énergétique cellulaire, de l’état du catabolisme et 

anabolisme cellulaires et du microenvironnement tissulaire (Sonnenschein & Soto 2008, Kroemer et 

al 2010). Les organelles subcellulaires, telles que la mitochondrie et le réticulum endoplasmique, 

jouent un rôle critique dans l’intégration de ces signaux (Hotamisligil 2010, Galluzzi et al 2010). 

Dans ce contexte, l’autophagie, un processus du catabolisme intracellulaire essentiel pour le 
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développement, la différentiation, la survie et l’homéostasie cellulaire, est considérée comme un des 

mécanismes principaux dans l’intégration de la réponse aux stress et son dysfonctionnement est 

impliqué dans la cancérogenèse (Kroemer et al 2010, Mathew & White 2011).  

Des données expérimentales récentes suggèrent l’existence d’un réseau complexe d’interactions 

moléculaires qui lient dans la NASH, comme dans le cas de la cancérogenèse, le métabolisme 

énergétique, la réponse inflammatoire systémique et tissulaire et des altérations subcellulaires, telles 

que les lésions des mitochondries et du réticulum endoplasmique.  

L’objectif de notre travail a été d’étudier les mécanismes de tolérance à la mort cellulaire 

développés dans les foies stéatosiques et leurs conséquences sur la chronicité et la sévérité de la 

maladie ainsi que dans l’évolution de la NASH vers une tumeur primitive du foie. La 

compréhension de ces mécanismes permettrait une meilleure prise en charge des patients atteints 

des pathologies hépatiques et le développement de stratégies thérapeutiques et préventives 

appropriées.  
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RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 

I. Etude des mécanismes de tolérance à la mort hépatocytaire induits par un 

préconditionnement ischémique  

 

I-1. Etude des mécanismes de tolérance à la mort hépatocytaire induits par 

un préconditionnement ischémique dans le parenchyme hépatique 

présentant une stéatose et/ou des atteintes vasculaires liées à un traitement 

par chimiothérapie 

 

Article 1: Concurrent induction of necrosis, apoptosis, and autophagy in ischemic preconditioned 

human livers formerly treated by chemotherapy 

Domart MC*, Degli Esposti D*, Sebagh M, Olaya N, Harper F, Pierron G, Franc B, Tanabe KK, 

Debuire B, Azoulay D, Brenner C, Lemoine A. 

* Ces auteurs ont contribué également à ce travail  

Journal of Hepatology, 2009; 51: 881-889 

 

Article 2: Autophagy is induced by ischemic preconditioning in human livers formerly treated by 

chemotherapy to limit necrosis 

Degli Esposti D*, Domart MC*, Sebagh M, Harper F, Pierron G, Brenner C, Lemoine A. 

* Ces auteurs ont contribué également à ce travail 

Autophagy, 2010; 6: 172-174 

 

Situation du sujet 

Les foies stéatosiques sont décrits pour être plus sensibles aux lésions d’ischémie/reperfusion 

(I/R) que les organes non stéatosiques. Cette sensibilité a été corrélée à une diminution de la 

synthèse d’ATP et un flux sinusoïdal perturbé (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001, Farrell 

et al 2008). Le préconditionnement ischémique (PI), décrit pour la première fois dans le cœur par 
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Murry et al (1986), est une technique qui consiste en de courtes périodes d’occlusion vasculaire 

avant l’ischémie et confère une protection cellulaire contre les lésions d’I/R. Le bénéfice clinique 

du PI reste controversé. Au cours de l’hépatectomie, une étude prospective randomisée a montré 

que les bénéfices n’étaient observés que chez les sujets jeunes ou atteints de stéatose (Clavien et al 

2003), d’autres équipes, dont la nôtre, n’ont pas montré de bénéfice clinique majeur (Azoulay et al 

2006). Cependant, nous avons recherché si le PI, consistant dans nos conditions en 10 min 

d’ischémie suivies de 10 min de reperfusion précédant l’ischémie prolongée nécessaire à la 

résection hépatique, pouvait induire une tolérance contre la mort cellulaire due aux lésions de l’I/R 

des foies soumis à une chimiothérapie. En effet, la chimiothérapie néo-adjuvante que les patients 

reçoivent avant la chirurgie, peut induire une stéatose hépatique et des atteintes microvasculaires, 

qui augmentent la sensibilité du foie à l’I/R (Aloia et al 2006, Zorzi et al 2007). Un de mécanismes 

à la base de ces altérations pourrait être un stress du réticulum endoplasmique (RE). En effet, il a 

été montré qu’un traitement par chimiothérapie induit un stress du RE au niveau hépatique, celui-ci 

étant connu pour favoriser le développement de la stéatose (Manekeller et al 2009, Ozcan et al 

2004) 

Notre objectif a été d’analyser les mécanismes de mort cellulaire induits par la chimiothérapie et 

le bénéfice que pourrait représenter le préconditionnement ischémique dans la chirurgie des 

métastases hépatiques. En effet, ce type de chirurgie est fréquent car le nombre de malades 

concernés est grand. Peu de patients sont opérables d’emblée ; ils nécessitent une chimiothérapie 

pré-opératoire pour diminuer la taille et le nombre de tumeurs afin de leur offrir la possibilité d’une 

chirurgie. Cependant, les suites opératoires peuvent être compliquées si le foie restant présente des 

altérations histologiques. 

Nous avons analysé des biopsies hépatiques de patients traités par chimiothérapie pour 

métastases hépatiques de cancer colorectal et dont le foie a été soumis (n=30) ou non (n=31) à un PI 

avant hépatectomie. Nous avons étudié les conséquences de celui-ci sur l’activation des voies de 

mort et de survie cellulaires au niveau hépatocytaire.  

 

Résultats et discussion 

Nous avons montré que le PI est associé à une diminution de la nécrose chirurgicale, sans 

modifier l’apoptose, selon la méthode TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling) et 

l’étude de l’activation des caspases.  

Par ailleurs, le PI induit une augmentation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les foies 

préconditionnés par rapport aux foies non préconditionés. L’expression de Bcl-2 est localisée au 

niveau centrolobulaire et co-localise avec la protéine Bécline 1, impliquée dans l’activation de 
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l’autophagie (Mizushima et al 2004). Nos résultats suggèrent un rôle coordonné de ces protéines 

dans l’induction de l’autophagie après un PI. De plus, nous avons observé une augmentation de la 

forme phosphorylée de Bcl-2, modification nécessaire à la dissociation du complexe Bcl-2/Bécline 

1 et à l’induction de l’autophagie. Cette augmentation est associée à une diminution de 

l’immunoprécipitation de Bécline 1. L’observation par microscopie électronique de l’augmentation 

du nombre de cellules présentant des vacuoles d’autophagie, ainsi que l’augmentation du nombre de 

vacuoles dans ces cellules dans les foies préconditionnés, ont confirmé une activation de 

l’autophagie dans les foies traités par chimiothérapie et soumis à un PI. L’utilisation de la 

microscopie électronique reste en effet le gold standard pour une évaluation directe de l’autophagie 

(Klionsky et al 2008) et elle nous a permis de mettre en évidence pour la première fois l’activation 

de l’autophagie dans le contexte de la stéatose hépatique chez l’homme.  

Ainsi, dans les foies présentant une stéatose et/ou une péliose liées à la chimiothérapie, nous 

avons montré que le PI est associé à une diminution de l’incidence de nécrose et à une activation de 

l’autophagie. Dans ce contexte, Bcl-2 et Bécline 1 pourraient être des protéines clés dans la 

régulation de la mort cellulaire lors des lésions d’I/R. Ces résultats sont à rapprocher de ceux 

récemment publiés et montrant que l’autophagie est un mécanisme central dans l’homéostasie des 

hépatocytes (Rautou et 2010). En particulier l’autophagie peut être activée pour diminuer le stress 

du RE, déclenché par l’accumulation de la protéine ATZ dans le cas de déficit d’ α-1-antitrypsin 

(Perlmutter 2009). Dans ce contexte, le déclenchement d’une autophagie pourrait être un moyen de 

lutte de la cellule contre le stress et la mort cellulaire induits par l’I/R.
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I-2. Etude des mécanismes de tolérance induits par le préconditionnement 

ischémique chez le donneur de greffons stéatosiques pour transplantation 

hépatique 

 

 

Article 3: Ischemic preconditioning induces autophagy and limits necrosis in human recipients of 

fatty liver grafts, decreasing the incidence of rejection episodes 

Degli Esposti D, Sebagh M, Pham P, Reffas M, Poüs C, Brenner C, Azoulay D, Lemoine A. 

Cell Death and Disease, 2011; 2(1):e111 

 

Situation du sujet 

Afin de palier la pénurie de greffons à transplanter, les greffons stéatosiques sont utilisés alors 

qu’ils sont plus sensibles aux lésions d’I/R. Ils sont à l’origine du non fonctionnement primaire du 

greffon  (Adam et al, 1991 ; Canelo et al 1999, Frongillo et al 2009) et plus généralement des 

dysfonctions du greffon entrainant des suites opératoires plus longues et plus difficiles pour les 

receveurs. Les bénéfices du préconditionnement ischémique (PI) dans le contexte de la 

transplantation hépatique des foies marginaux restent controversés. En effet, à ce jour peu d’études 

ont permis d’évaluer le PI chez l’homme. Notre équipe a montré que celui-ci diminuait les 

concentrations de transaminases, mais diminuait en même temps la fonction initiale du greffon 

(Azoulay et al Ann Surg 2005). Jassem et al ont observé une diminution des transaminases chez les 

receveurs d’un greffon préconditionné (2006), tandis que Koneru et al ont trouvé des pics des 

transaminases plus élevés dans les foies préconditionnés (2007). Récemment, Franchello et al ont 

montré que le PI apporte plus des bénéfices aux greffons marginaux (donneurs ayant plus de 60 

ans) qu’aux greffons non marginaux (2009) C’est pourquoi nous avons  étudié les conséquences 

d’un PI sur la tolérance des lésions d’ischémie/reperfusion de foies stéatosiques par rapport à des 

foies non stéatosiques. Dans ce but, nous avons étudié une série de greffons randomisés pour le PI 

chez le donneur, la moitié d’entre eux étant des foies stéatosiques. Les foies stéatosiques 

présentaient une stéatose macro-microvésiculaire, soumis à une ischémie froide et à une 

préservation au cours de la transplantation. Nous avons étudié les conséquences sur la mort 

cellulaire du greffon après reperfusion et les conséquences post-opératoires cliniques chez le 

receveur. Comme nous avions précédemment montré une activation de l’autophagie après PI dans 

des foies stéatosiques et péliotiques, nous avons analysé l’expression de marqueurs de l’autophagie 
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dans des biopsies des greffons après reperfusion afin d’évaluer si l’autophagie est un mécanisme 

également activé  au cours de la transplantation. 

Nous avons analysé une série des biopsies de greffons stéatosiques (n=22) ou non-stéatosiques 

(n=28), préconditionnés (14 non stéatosiques et 12 stéatosiques) ou non (14 non stéatosiques et 10 

stéatosiques).  

 

Résultats et discussion 

Comme il est décrit dans la littérature, nous avons observé qu’après reperfusion, les greffons 

stéatosiques présentent plus fréquemment de la nécrose que les greffons non stéatosiques, associée 

à des valeurs de transaminases sériques plus élevées que les receveurs de greffons non stéatosiques, 

malgré une forte variabilité interindividuelle (Behrns et al 1998, El-Badry et al 2007). Chez les 

receveurs de greffons stéatosiques, le PI diminue la présence de la nécrose, bien qu’aucune 

diminution des concentrations de transaminases n’ait été observée chez les receveurs de greffons 

préconditionnés par rapport aux receveurs de greffons non-préconditionnés. Chez les receveurs de 

greffons non stéatosiques, le PI ne modifie pas la présence de nécrose après reperfusion, mais 

diminue les concentrations de transaminases sériques chez les receveurs de greffons 

préconditionnés. L’analyse des paramètres per-opératoires et des suites post-opératoires n’ont pas 

permis d’obtenir des résultats significativement différents, probablement liée à des variations inter-

individuelles très importantes chez les receveurs de greffons stéatosiques. 

De façon intéressante, le PI diminue l’incidence des épisodes de rejet léger, aigu ou chronique, 

seulement chez les receveurs des greffons stéatosiques (aucun épisode de rejet sévère n’a été 

observé dans notre cohorte de patients). 

Nos résultats suggèrent que le PI peut être bénéfique, tant pour les receveurs des foies non 

stéatosiques que pour les receveurs des foies stéatosiques. Cependant, les mécanismes biologiques 

diffèrent entre les deux types de greffons. En effet chez les receveurs des greffons stéatosiques, le 

PI tend à réduire la présence de nécrose et l’incidence des épisodes de rejet aigu et chronique. Il est 

possible que cet effet soit associé à la présence d’autophagie. En effet, nous avons observé une 

activation de l’autophagie, mesurée par marquage immunohistochimique des protéines pro-

autophagique Bécline 1 et LC3, et en conséquence, à  une réduction de la nécrose, en particulier 

dans les foies stéatosiques préconditionnés. L’autophagie possède un rôle physiologique dans la 

régénération d’ATP et d’acides aminés pour le maintien de l’homéostasie métabolique. Les besoins 

métaboliques plus importants pour la stéatose que pour les foies non stéatosiques pourraient 

expliquer l’activation de l’autophagie dans la prolongation de la survie des hépatocytes 

endommagés après un stress I/R. 
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La nécrose et les lésions vasculaires induites par l’I/R ont précédemment été associées à une 

augmentation du risque de rejet aigu et chronique (Halloran et al 1997). D’une façon intéressante, 

nous avons montré que le PI ne diminue significativement l’incidence des rejets aigus et chroniques 

que chez les receveurs des greffons stéatosiques. Aussi, une tolérance à la mort cellulaire 

nécrotique, comme nous l’avons observé à l’instar d’autres équipes (Franchello et al 2009), et une 

diminution de la réponse inflammatoire pourraient en partie expliquer cette observation. En effet, 

les lésions péri-opératoires induites par l’I/R au cours de la transplantation peuvent libérer des 

cytokines pro-inflammatoires et des nucléotides qui augmentent la réponse immunitaire et 

provoquent une inflammation vasculaire et tissulaire dans les organes greffés (Rao & Pober 2008).  

En conclusion, l’induction de l’autophagie pourrait promouvoir une survie cellulaire temporaire 

en rétablissant une concentration intracellulaire d’ATP et en diminuant la libération des médiateurs 

pro-inflammatoires par les cellules endommagées. Pour ces raisons, son intérêt clinique dans le 

contexte de la transplantation d’organes marginaux mérite d’être approfondi. 
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I-3. Etude de l’intérêt clinique du préconditionnement ischémique dans la 

transplantation hépatique du lobe droit de donneurs vivants  

 

Article 4: Ischemic preconditioning of the graft in adult living related right lobe liver 

transplantation: impact on ischemia-reperfusion injury and clinical relevance 

Andreani P, Hoti E, de la Serna S, Degli Esposti D, Sebagh M, Lemoine A, Ichai P, Saliba F, 

Castaing D, Azoulay D 

HPB 2010; 12: 439-446. 

 

Situation du sujet 

L’effet du préconditionnement ischémique, qui a été décrit dans les articles précédents, a été 

étudié pour la première fois dans le contexte de la transplantation hépatique du lobe droit de 

donneurs vivants.  

Notre équipe avait déjà réalisé une première étude afin de rechercher l’intérêt du PI dans la 

tolérance des foies sains aux lésions d’I/R dans le cadre de la transplantation par don familial 

(Barrier et al, 2005) Nous n’avions pas montré de bénéfice clinique ( Azoulay Ann surg 2005), mais 

nous avions identifié une signature génique très intéressante qui comportait des gènes codant pour 

des protéines maintenant décrites dans des mécanismes de survie cellulaire, notamment IL1-ra, le 

récepteur soluble de l’IL-1 ou HSP-70. 

Ici, notre objectif était de rechercher le bénéfice clinique dans une série de 44 patients 

consécutifs, transplantés avec un greffon provenant du lobe droit et soumis (n=22) ou non (n=22) à 

un PI chez le donneur vivant. Les lésions d’ischémie/reperfusion, la fonction rénale et hépatique, le 

taux de morbidité et de mortalité ont été comparés entre les 2 groupes. 

 

Résultats et discussion 

Aucune différence n’a été observée entre les 2 groupes concernant la durée d’hospitalisation, le 

non-fonctionnement primaire du greffon et le taux de rejet aigu. Les pics d’aspartate 

aminotransferase (AST) et d’alanine aminotransferase (ALT) étaient également similaires dans les 2 

groupes. 

Le PI du greffon chez les donneurs vivants n’est pas associé à un bénéfice clinique ni chez les 

receveurs ni chez les donneurs vivants. L’absence d’effet du PI correspond peut être à ce que nous 

avons décrit précédemment dans le cadre de la transplantation orthotopique, à savoir que seuls les 

foies stéatosiques pourraient bénéficier d’un IP pour contrer la nécrose. Le temps plus court de 
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trans-section du greffon chez les donneurs pourrait également influencer l’absence de conséquences 

post-opératoires du PI. 
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II. Etude des mécanismes de tolérance à la mort hépatocytaire dans la stéatose 

impliquant de nouvelles cibles moléculaires 

 

II-1. Revue de la littérature sur l’utilisation des approches moléculaires à 

haut débit pour l’étude de la pathogenèse et l’identification de marqueurs 

précoces des hépatopathies non-alcooliques 

 

 

Article 5: Human Non-Alcoholic SteatoHepatitis: new insights from OMICS studies. 

Martel C, Degli Esposti D, Bouchet A, Brenner C*, Lemoine A*. 

* Ces auteurs ont contribué également à ce travail 

Soumis pour publication 

 

 

Cet article fait une revue de la littérature sur les travaux de « omic » réalisés sur des tissus 

humains présentant une hépatopathie non-alcoolique. Il rassemble notamment les études de 

transcriptomique précédemment effectuées au sein du laboratoire sur des foies stéatosiques. Cette 

revue présente l’intérêt de décrire de nouvelles voies de tolérance à la mort dans les maladies 

inflammatoires du foie. 

Notre équipe a conduit des études de transcriptomique sur des foies stéatosiques et sur des foies 

soumis à une preconditionnement ischémique (Chiappini et al 2006, Barrier et al 2005; Navarro-

Sabate et al, 2006). Les résultats obtenus ont montré l’expression spécifique de gènes qui contrôlent 

différentes voies métaboliques : 1) la régulation du cholestérol intracellulaire et du trafic des 

membranes; 2) la beta-oxydation mitochondriale des acides gras à long chaine ; 3) l’adressage des 

acides gras libres vers les voies biosynthétiques des phospholipides ; 4) le contrôle de 

l’adipogenèse ; 5) un stress oxydatif et des mécanismes de mort et survie cellulaires  

Ces résultats viennent conforter ceux de la littérature utilisant des techniques de protéomique et 

de lipidomique (Puri et al, 2007, Puri et al 2009 , Le Naour et al 2009 ). Comme nous l’avons décrit 

dans l’introduction, les résultats de ces articles récents convergent vers une nouvelle hypothèse 

d’une balance entre « lipides toxiques » et « lipides protecteurs » dans la NASH. En effet, il semble 

exister un état très dynamique, mais difficilement détectable en histologie, caractérisé par un trafic 

des acides gras et leurs dérivés. Ce trafic aurait pour conséquence l’activation de systèmes 
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permettant de rétablir l’homéostasie lipidique et protéger le foie d’une éventuelle lipotoxicité 

(Neuschwander-Tetri 2010). 

La découverte de nouvelles voies contrôlant l’homéostasie intracellulaire des lipides et de leurs 

métabolites, notamment l’autophagie qui régulerait finement le recyclage des vésicules lipidiques, 

permettra l’identification de nouvelles cibles diagnostiques ou  thérapeutiques.  
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Abstract (219 words) 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver pathology characterized by fat 

accumulation in a context of metabolic syndrome or insulin resistance. It can be associated with obesity, 

diabetes, hyperinsulinemia, dyslipidemia as well as hypertension. NAFLD consists of a large spectrum of 

hepatic lesions including benign steatosis, non-alcoholic steatohepatitis (NASH), cirrhosis or hepatocellular 

carcinoma. Upon chronic stress, NASH would occur via a “two-hits” process involving modulation of a high 

number of genes and proteins. Firstly, the accumulation of fat, either due to the increased inflow of free fatty 

acids or de novo lipogenesis, leads to steatosis. Secondly, when adaptive mechanisms for stress tolerance are 

overwhelmed, lipotoxicity and chronic inflammation trigger major hepatic damages, mainly via oxidative 

and inflammatory stress, lipid peroxidation and cell death. As a consequence, all these processes concur to 

favor steatohepatitis, fibrosis and cancer. Recently, the elucidation of physiopathological signaling cascades 

controlling NAFLD and NASH benefited from large-scale studies, namely the omics, such as 

transcriptomics, genomics, proteomics, and lipidomics. The advent of lipidomics would allow shedding light 

upon the respective roles of triglyceride and fatty acid metabolites in the lipotoxic liver injury hypothesis for 

the pathogenesis of NASH. In this review, the contribution of the omics to the understanding of the 

molecular basis of NASH is discussed that could offer perspectives for novel biomarkers discovery. 

 

Keywords: biomarker, inflammation, liver, mitochondria, NAFLD, omics 

 

 

Introduction 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) constitutes a major public health concern because it affects 

approximately 10-20% of the population in developing countries and its prevalence is constantly rising. 

NAFLD includes successive stages of increasing severity: steatosis, inflammation (i.e. hepatitis or non-

alcoholic steatohepatitis (NASH)), fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). It is associated 

with metabolic syndrome (e.g. obesity, combined hyperlipidemia, type II diabetes mellitus and high blood 

pressure) or insulin resistance. Abnormalities in fatty acid metabolism and systemic inflammation are key 

factors involved in the development of insulin resistance, dyslipidemia and cardiovascular risk factors. 

However, factors that link metabolic syndrome to the onset and progression of liver injury are poorly 

understood [1].  

Steatosis, characterized by an accumulation of triglycerides in the liver parenchyma, is the hallmark of 

NAFLD. It occurs when the rate of hepatic uptake of circulating blood free fatty acids (FFA), which 

originates from excessive adipose tissue lipolysis and de novo liver lipogenesis from glucose is greater than 

the rate of mitochondrial fatty acids oxidation or export as triglycerides within low density lipoproteins. It 
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ensues major alteration in glucose, fatty acid and lipoprotein metabolism with the development of insulin 

resistance. However, emerging data now provide convincing evidence that triglyceride accumulation in the 

form of lipid droplets could rather be a parameter of excessive fatty acid trafficking while nontriglyceride 

fatty acid metabolites would be the culprit of lipotoxicity of the NASH pathogenesis [2]. Insulin resistance 

favors an excessive flow of fatty acids from adipose tissue and also impairs peripheral glucose disposal. 

Fatty acid disposal in the liver occurs through oxidative pathways with excessive production of reactive 

oxygen species and subsequent lipid peroxidation and inflammatory response. Importantly, macrophages 

present in adipose and liver tissues of obese patients release high levels of chemokines, which cause 

inflammation and insulin resistance. Then, innate immune activation is central to the development of 

obesity-related insulin resistance and tissue damage, such as that observed in atherosclerosis.  

In 1998, a “two-hit” model has been proposed for the development of NAFLD [3]. The “first hit” 

corresponds to a primary hepatic lipid accumulation, the “second hit” consisting in an oxidative stress 

leading to liver injury and inflammation. Clinical investigation of patients with NASH revealed that 

mitochondria present morphologic and functional abnormalities, suggesting a central role in pathogenesis via 

altered fat metabolism and excessive production of reactive oxygen species (ROS) [4,5]. Indeed, 

mitochondria are the site for free fatty acids β–oxidation and are responsible for the ATP production by 

oxidative phosphorylation. Thus, in NASH, dysfunction of the mitochondrial respiratory chain results in 

enhanced ROS production, ATP depletion and lipid peroxidation [2,6,7].  

However, other molecular mechanisms have been proposed to modulate hepatic lipid accumulation and 

inflammation. Thus, there is strong evidence that some cytokines, like TNFα and Il-1p are also involved in 

the pathogenesis of NASH by disturbing the mitochondrial respiratory chain, increasing ROS and cell 

resistance to insulin, amplifying proinflammatory cytokines production and ultimately, provoking cell death 

by apoptosis and/or necrosis [8,9]. Chemokines, adipokines and hormones have been largely described in the 

pathogenesis of steatosis and its evolution towards NASH, cirrhosis or HCC [10]. Finally, another emerging 

mechanism is endoplasmic reticulum (ER) response to stress, the organelle responsible for protein folding, 

maturation, and secretion, in relation with the lipid and glucose metabolisms. Thus, ER stress pathway can 

intersect with inflammation to manage a metabolic dysfunction [11]. Both are short-term adaptive responses 

contributing to the function and survival of organism, and are detrimental when chronically engaged. 

Treatment of NAFLD remains difficult. Apart from a hypocaloric diet and physical exercise, alcohol 

withdrawal and vitamins, no treatment has shown any efficacy in the prevention of these diseases yet [1]. 

Few molecules can improve liver steatosis and inflammation, and no treatment for fibrosis is available. 

Bariatric surgery, which improves the survival of obese patients, may reduce liver steatosis and 

inflammation, but not fibrosis [12,13]. Therefore, it is important to identify the biological targets and 

signaling pathways that underlie the pathogenesis of NASH and distinguish it from steatosis. It will be also 

important to identify patients with NASH who will evolve towards fibrosis, and/or hepatocellular carcinoma. 

The identification of such targets will allow the development of biomarkers to diagnose, prevent, and/ or 

treat patients.  
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Large-scale studies, such as transcriptomics, genomics, proteomics, lipidomics and metabolomics (i.e. 

omics) may offer interesting insights into the pathophysiological mechanisms of NAFLD. Thus, systematic 

investigation of a large number of genes and proteins can help to identify novel molecular pathways that are 

active in NAFLD and related to its progression. In this review, the contribution of the omics to the 

understanding of the molecular basis of NASH is overviewed and their respective contributions for the 

discovery of novel biomarkers are discussed. We have focused on omics performed in human samples that 

could open ways to target new diagnostic or therapeutic tools. 

 

 

Genomics 

Since the completion of the Human Genome Project in 2003, genome-wide association studies (GWAS) 

have been developed to rapidly search biomarkers across genomes of population to identify genetic 

variations associated with a particular disease. The hypothesis-free approach of the GWAS has the advantage 

of interrogating genes that otherwise would have not been considered as candidates due to our limited 

understanding of their function, and may also uncover important regulatory variation within the large regions 

of the genome that do not contain protein-coding genes. Few GWAS comparing populations with NAFLD or 

NASH have been performed in patients with microarrays spotted with single nucleotide polymorphisms 

(SNPs). For instance, Yuan et al. [14] conducted a GWAS to study genetic variations influencing plasma 

liver enzyme levels in three populations (total n = 7,715) with replication in three additional cohorts (total n 

= 4,704). This study highlighted six loci influencing plasma levels of liver enzymes and confirmed the 

previously reported associations between the GGT1 locus and gamma glutamyl transpeptidase (GGT) levels 

and between the ABO locus and alkaline phosphatase levels. In addition, Romeo et al. [15] reported the 

relationship between a genome-wide survey of 9,229 non-synonymous single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) and hepatic fat detected by MR spectroscopy in 1,032 African-American, 696 European-American, 

and 383 Hispanic adults residing in Dallas County. Variation in PNPLA3 (the patatin-like phospholipase 3 

gene) contributed to ethnic and inter-individual differences in hepatic fat content and susceptibility to 

NAFLD. An allele in PNPLA3 (rs738409; I148M) was strongly associated with increased hepatic fat levels 

and with alanine aminotransferase levels. This variant has been recently confirmed to play a major role in 

NASH progression due to its association to fibrosis development [16]. More recently, Chalasani et al. [17] 

have analyzed 324,623 SNPs from the 22 autosomal chromosomes in 236 non-Hispanic white women with 

NAFLD well characterized for their clinical and histological features of NAFLD. Specific genetic variants 

were associated with features of hepatic histology in patients such as NAFLD activity score (e.g. SNP 

rs2645424 on chromosome 8 in farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1 (FDFT1)) or lobular 

inflammation (SNP rs1227756 on chromosome 10 in a collagen XIII variant, COL13A1). Some others are 

associated with the degree of fibrosis or serum levels of alanine aminotransferase. However, no significant 

association was reported between genotypes and steatosis, ballooning degeneration, portal inflammation, or 

other features of NAFLD. 
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Altogether, this limited number of studies suggests that some genetic determinants, in particular those linked 

to lipid metabolism, may correlate with an increased susceptibility to NAFLD progression. However, further 

studies are required to really improve our knowledge in genomics impact on the pathogenesis of NAFLD. 

Such results could help in the prevention of progression or treatment at each step of the disease. 

 

 

Transcriptomics 

The advent of a family of transcriptomic tools, mainly real-time quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction (qRT-PCR) and microarrays, together with supporting informatics and statistical 

procedures have permitted robust analyses of global mRNA expression changes in NAFLD. The first use of 

high-density synthetic oligonucleotide microarray analysis (Hu6800 GeneChip, Affymetrix, CA) in 

histologically progressive non-alcoholic steatohepatitis pointed out an involvment of genes affecting 

mitochondrial function and insulin sensitivity [18]. The global hepatic gene expression was determined in six 

patients with NASH and compared to six healthy controls. The study also included two groups of patients 

with cirrhosis caused by hepatitis C or cirrhosis secondary to primary biliary cirrhosis. Among the modulated 

genes, a significant decrease of mRNA levels of mitochondrial anti-oxidant defense genes or genes involved 

in metabolism like methylglutaryl coenzyme A, glucose-6-phosphatase, acyl CoA synthetase, oxoacyl CoA 

thiolase was observed, whereas an increased expression of genes that might be deleterious for patient insulin 

sensitivity was detected (e.g. complement component C3 and hepatocyte-derived fibrogen-related protein) 

[18].  

The profiling of hepatic gene expression using microarray hybridizations and qRT-PCR in 98 bariatric 

surgery patients classified as normal, steatosis alone, steatosis with nonspecific inflammation, and NASH 

was performed [19]. Several genes were differentially expressed underscoring the implication of multiple 

molecular pathways. Sets of genes segregated steatosis alone and obese controls (seven genes), steatosis with 

unspecific inflammation versus obese controls (three genes), and NASH versus obese controls (14 genes). 

An overall down regulation of phase II detoxification enzymes was observed at earlier stages of NAFLD 

(steatosis alone) as well as a down regulation of Mu-class glutathione S-transferases, enzymes involved in 

the cellular defense against oxidative stress as expected from above study. NASH progression was associated 

to an up-regulation of genes related to the activation of stellate cells and fibrogenesis as suggested previously 

[20] and to liver regeneration and/or hepatocyte survival in patients with steatosis alone (e.g. FGFR2 gene at 

earlier stages of NAFLD). The expression of type II keratins KRTHB6/B3, proteins probably involved in 

protection or stimulation of inflammation was also enhanced [21]. Moreover, Younoussi et al. [19] 

performed pairwise comparisons between the NAFLD groups including NASH versus steatosis, NASH 

versus steatosis with unspecific inflammation, steatosis versus steatosis with unspecific inflammation, and 

NASH versus non NASH-NAFLD. Interestingly, only the NASH versus steatosis comparison yielded 

significantly differentially expressed genes. The first is IGFBP1 that was down-regulated in NASH patients, 

the second, FACL4, acyl-CoA synthetase long-chain family member 4, were up-regulated.  
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The mechanism responsible for the development of steatosis has been assessed by our laboratory/team using 

high-density microarrays (22.3K) in nine normal and nine steatotic human liver samples without histological 

signs of inflammation or fibrosis. Interestingly, we have shown that with unsupervised classification (no 

gene selection) all steatotic livers clustered together showing the genetic homogeneity of the pathology [22]. 

One hundred and ten genes were found significantly differentially expressed, 100 being up-regulated in 

steatosis. Among this list, the occurrence of several genes of mitochondrial oxidative phosphorylation and 

oxidative metabolism suggest that modulation of mitochondrial function is an early hallmark of steatosis. 

However, significant increase of several inflammatory genes expression (i.e. IL-1 receptor family, TGFp), 

confirmed by qRT-PCR and immunohistochemistry, indicated the onset of the modulation of inflammation. 

Recently, specific microarrays, namely muParaflo microRNA microarrays, allowed the investigation of 

microRNAs in NAFLD. MicroRNAs are non-protein-coding small single stranded RNAs that regulate gene 

expression via mRNA degradation or translation inhibition and their role in the NASH pathogenesis was not 

known. Cheung et al. have studied in 25 liver biopsies with NASH and 25 normal controls the expression of 

474 microRNAs in NASH and their role in the genesis of the disease [23]. A total of 23 microRNAs were 

under-regulated whose targets were described to affect cell proliferation, protein translation, apoptosis 

inflammation, oxidative stress and metabolism. The authors focused their interest on miR-122, which is the 

most abundant miRNA in the liver and known to target hepatic lipogenic genes expression [24]. They further 

validated the implication of miR-122 by silencing as well as overexpression experiments in HCC cells, such 

as HepG2 and HUH7. Thus, its down-regulation could contribute to altered lipid metabolism in NASH.  

Several transcriptomics studies have also been performed in animal or cellular models, most of them 

confirming the activation of genes encoding proteins involved in lipid metabolism, regulation of metabolic 

and cellular process, and G-protein coupled receptor protein signalling and inflammatory responses [25-27]. 

De Gottardi et al. performed microarrays gene chips and qRT-PCR of immortalized human hepatocytes 

treated or not with 50 pM oleic acid for seven days [28]. Gene expression analysis showed significant 

alterations in the transcription of two major classes of genes. The first one is involved in the cholesterol and 

fatty acid biosynthesis with an increased production of triglycerides in steatosis while synthesis of 

cholesterol is decreased; the second one is involved in apoptosis activation and cell proliferation suppression. 

Interestingly, no detectable change in genes associated with insulin resistance was observed in steatotic 

immortalized human hepatocytes, suggesting that this model is consistent for the study of lipid accumulation 

and steatosis independently of insulin sensitivity modulation.  

 

Proteomics  

A modest number of proteomic studies in samples of patients with NAFLD have been performed probably 

due to technical and ethical limitations, such as the quantity of tissues required. Most of them have been 

performed in animal or cell lines studies [29-31]. In humans suffering from NAFLD, proteomic techniques 

have been applied to serum of patients suffering of NASH leading to (i) the establishment of a list of proteins 

whose expression is changing during the progression of the disease, (ii) the identification of predictive 
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biomarkers and (iii) diagnosis. Thus, in addition to gene expression profiles (see “genomics”) Younossi et al. 

(2005) generated protein expression profiles for the same cohorts of liver biopsies using SELDI-TOF mass 

spectrometry and two chip chemistries [19]. Changes in twelve proteins have been observed although none 

of them corresponded to the differentially expressed genes studied in the same samples. In addition, a 

biomarker panel for obesity-related nonalcoholic steatohepatitis (NASH) based on proteins associated with 

apoptosis and adipocytokines was established, providing basic knowledge on the NASH pathogenic 

mechanisms and a clinically-relevant diagnosis assay [32]. More recently, a study revealed also the interest 

of phosphoproteomics in visceral tissue of 167 NAFLD patients using reverse phase protein microarrays 

[33]. The authors have designed 3 types of models (clinical, proteomic, and combination) to identify the 

activated or deactivated state of the incriminated kinase-driven signaling cascade. NASH was predicted by 

the variations of components of the insulin signaling pathway, especially the phosphorylation of the 

glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) as well as the two subunits of cyclic AMP regulated protein kinase A 

(PKA).  By contrast, predictions based on phosphoproteomics were less reliable for fibrosis. Therefore, these 

results confirm the major role of the AKT kinase and insulin signaling pathway in the development of NASH 

and highlight promising predicting biomarkers. 

Other studies have searched for serum markers of steatosis and NASH in obese non-alcoholic patient 

candidates to bariatric surgery. Comparison of serum protein profiles according to liver lesions identified 

double charged ions of alpha- and beta-haemoglobin subunits, the intensity of which significantly increased 

according to the severity of the liver lesions. Interestingly, these proteins returned to normal after bariatric 

surgery [34]. By contrast, an independent study failed to find proteins to distinguish between simple steatosis 

and NASH, using the MALDI TOF-MS technology in 80 patients with NAFLD and 19 healthy controls, 

showing the limits of the approach [35]. Recently, Bell et al., have used liquid chromatography tandem mass 

spectrometry (LC/MS-MS) to explore the serum proteome of 69 patients with simple steatosis, NASH, 

NASH with advanced fibrosis and 16 healthy patients [36]. They identified over 1,700 proteins, the changes 

of 55 or 15 of them being significant between the simple steatosis and NASH F3/F4 group and the NASH 

and NASH F3/F4 group, respectively. According to transcriptomics studies, identified proteins belonged to 

immune system regulation and inflammation, coagulation, cellular and extracellular matrix structure and 

function. 

Therefore, although proteomic studies reveals information on the pathogenesis and progression of the 

disease, currently, they do not have major clinical value to diagnose NASH or discriminate NASH and 

steatosis.  

 

Lipidomics 

It is well accepted that steatosis is the consequence of accumulation of triacylglycerols (TAG) and 

diacylglycerols (DAG) in the liver and that free fatty acid-induced lipotoxicity plays a pivotal role in the 

pathogenesis of NAFLD. They are the consequences of three sources, in particular the excessive postprandial 

lipolysis within an enlarged adipocyte mass typically observed in insulin resistant states. Minor sources are 
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dietary fat and de novo lipogenesis in the hepatocyte [37,38]. However, the patterns of fat distribution within 

tissues or the types and amounts of the intracellular lipids, especially the chain length and degree or location 

of desaturation, and their relationship to histological severity and metabolic parameters are unknown. Fat 

distribution is mostly abdominal, limb, truncal, and also dorsocervical. Interestingly, generalized obesity or 

waist circumference has been shown to contribute modestly to severity of steatohepatitis by contrast to 

dorsocervival lipohypertrophy [39]. It was, however, associated with severity of lobular inflammation and 

pericellular fibrosis. The amounts and types of lipids that accumulate in NAFLD are not fully defined and 

emerging data show that nontriglyceride fatty acid metabolites could play a central role in the pathogenesis 

of NASH whereas triglycerids could be relatively inert [1,40]. Indeed, fatty acids can give rise to metabolites 

that include desaturated products, elongation products, diacylglycerids, phospholipids, ceramides, 

sphingolipids, eicosanoids, oxidized- and nitrated-lipids. All of them may impact the genesis of stress and 

ROS within the endoplasmic reticulum and mitochondria, disrupt cell membrane integrity, alter pathways of 

cell signaling and thus modulate the death or the survival of hepatocytes or other liver cells [40,41]. They 

could influence the mechanistic aspects of injury, repair, and fibrogenesis that ultimately determine whether 

lipotoxic liver injury leads to cirrhosis. For example, lysophosphatidylcholine content increases in the liver 

specimens from NASH patients, and lysophosphatidylcholine administration induced hepatitis in vivo [42]. 

Therefore, given the important biological activities of many lipids, such information could provide potential 

insights into the pathophysiology of NAFLD and the metabolic syndrome. By using a lipidomic approach 

based on the study of hepatic lipids by capillary gas chromatography in fine needle liver biopsies of subjects 

with and without histological proven NAFLD or NASH, Puri et al. (2007) showed that the total hepatic lipid 

content was markedly increased in NAFLD and NASH, especially the TAG and the DAG content. Indeed, 

there was a stepwise increase in the mean TAG/DAG ratio from normal livers to NAFLD to NASH with a 

similar increase in free cholesterol and decrease in phosphatidylcholine [43]. Thus, they corroborated the 

existing evidence that increased TAG accumulation is the hallmark of NAFLD [38,44]. However, the FFA 

content did not increase in either NAFLD or NASH although it is believed that elevated FFA in the liver is 

the major cause of cell injury in NASH [45,46]. The decrease of phosphatidylcholine suggested that it may 

contribute to the observed increase in DAG along with lipogenesis. The increase of free cholesterol with 

unchanged levels of esterified cholesterol in NAFLD and NASH could contribute to the cellular toxicity of 

hepatocytes since free cholesterol has been described to be highly cytotoxic [47]. Toxicities could be related 

to mitochondrial abnormalities and impaired ATP synthesis [48-50], as well as the relative depletion of n-3 

fatty acids, which increases 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase activity [51]. 

Puri et al. (2009) have applied similar technology to quantify the absolute and relative amounts of different 

lipid classes and characterize the plasma lipidome in 25 NAFL and 50 NASH subjects, compared with 50 

lean normal controls [52]. The description of plasma lipid signatures at various stages of the disease may 

help to characterize the lipid traffic and metabolism and the role of specific metabolites and pathways in the 

pathogenesis of NASH. Compared with lean normal controls, the total plasma fatty acids as well as the total 

saturated fatty acids were increased in both NAFLD and NASH but reached significance only for NAFLD. 
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Interestingly, monounsaturated fatty acids were increased significantly in both NAFLD and NASH, probably 

due to increased levels of palmitoleic (16:1 n7) and oleic (18:1 n9) acids. The total polyunsaturated fatty acid 

levels were not significantly different across the three groups. Given the higher degree of toxicity attributed 

to saturated fatty acids compared to monounsaturated fatty acids [40,41], these results raise the question 

whether these changes constitute evidence of an adaptive response to increased fatty acid traffic in NAFLD. 

Among the lipid classes measured, DAG and TAG were significantly increased in subjects with NAFL and 

NASH compared with normals, as previously observed in the liver [43]. By contrast, the levels of FFA, 

lysophosphatidylcholine, phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, sphingomyelin, and cholesterol 

ester were not significantly different between the study groups. Overall, the findings support the presence of 

increased lipogenesis, desaturases activities and relative activation of lipoxygenase pathway in NAFLD with 

a relative abundance of hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs) from normal through NASH and little 

change in the levels of cyclooxygenase-generated prostaglandins. This observation lends support to the 

existence of a state of increased proinflammatory lipid production rather than anti-inflammatory (e.g., 

lipoxin) products of lipoxygenase pathway. Of note, the data also provide new evidence for impaired 

peroxisomal polyunsaturated fatty acid metabolism in subjects with progression to NASH with an increase in 

plasma docosapentaenoic acid (DPA), a decrease in docosahexaenoic acid (DHA), which is synthesized in 

peroxisomes from DPA and lowered levels of plasmalogen lipids, that are also synthesized in peroxisomes. 

These results suggest the role of an impaired catabolism of fatty acids via the peroxisomal pathway in the 

progression to NASH whereas peroxisomal β-oxidation of fatty acids has been viewed as a peroxisome 

proliferator activated receptor α–activated protective response to fatty acid overload in the liver [52-54].  

The intracellular traffic of lipids has also been described by the use of sophisticated technologies that could 

have an impact in NAFLD. Debois et al. (2009) have used time-of-flight-secondary ion mass spectrometry 

(ToF-SIMS) with a bismuth cluster ion source to map lipids within liver biopsies of several patients suffering 

from NAFLD [56]. This technique revealed the accumulation of triacylglycerols, diacylglycerols, 

monoacylglycerols, fatty acids and myristic acid in small vesicles with dramatic vitamin E depletion. There 

was also a selective macrovacuolar localization of cholesterol in steatosis areas of fatty livers compared to 

control livers. Moreover, a careful scrutiny of the ion images have exhibited very subtle differences in lipid 

localizations, depending on alkyl acid chain lengths of diacylglycerols and fatty acids, which were not 

characterized by the histological control performed on serial tissue sections [56]. Using both synchrotron 

FTIR (Fourier transform infrared) and ToF-SIMS microspectroscopies, Le Naour et al. (2009) described that 

DAG species C30, C32, C34 and C36 carrying at least one unsaturated alkyl chain were selectively 

concentrated into the steatotic vesicles, a selective and an enrichment in cholesterol as well as in DAG 

species carrying long alkyl chains in steatotic vesicles [57]. Indeed, DAG C36 species as well as unsaturated 

lipids were selectively localized inside the steatotic vesicles whereas DAG C30 species were detected mostly 

outside. Investigations performed on the non-steatotic part of the fatty livers have revealed important 

changes when compared to the normal liver.  
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Lipidomics have opened a new area in the comprehension of the pathophysiology of NAFLD but still require 

further studies in the perspective of biomarker discovery. It would allow the identification of important fatty 

acid derivatives and the understanding of lipotoxic diseases of the liver but also heart, pancreatic islets, and 

vasculature. 

 

Conclusion  

In conclusion, the above-described omics studies in cohorts of patients confirmed that NAFLD and NASH 

are very complex diseases involving the accumulation and traffic of various lipids in the liver and triggered 

inflammation responses. Transcriptomics, proteomics and lipidomics converge to provide evidence that the 

earliest detectable pathogenic mechanisms are (i) mitochondrial energetic and structural dysfunction, (ii) 

activation of inflammation via multiple targets and (iii) lipotoxicity. In comparison, hepatocyte death appears 

to be a late consequence of the progression of the disease. Then, hepatocyte death appears to be a key 

component of hepatic damage processes. In the perspective of biomarker discovery, only a limited number of 

studies found a potential application in the field of diagnosis. This can be explained by the cost, the difficulty 

to analyze large cohorts of patients and the sophistication of data analysis. However, there is an urgent need 

of accurate diagnosis to help the clinician to stratify the risk of patients identified with NAFLD to evolve 

towards NASH and HCC, but only the future will tell us if the results will be the height of the hope raised by 

omics. 
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Figure 1. Scheme of the use of omics technologies for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) study. 

Increasingly fatty and sugared diet, adipose tissue-derived free fatty acids and insulin resistance contribute to 

the onset of NAFLD, a syndrome presenting a wide spectrum of disorders, ranging from simple steatosis to 

steatohepatitis and cirrhosis at more advanced stage. The use of the different omics technologies on human 

samples at different stages of NAFLD (full lines) and the bioinformatic integration of their data improve the 

knowledge of the pathogenesis (dashed lines), providing molecular targets for developing therapies and 

biomarkers for early detection of patients with higher risk to progress towards non-alcoholic steatohepatitis 

and its clinical complications. Lipidomics mass spectra are adapted from Tan et al. (58). 
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II-2. Etude du rôle d’une sous-unité du récepteur NMDA dans la régulation 

de la mort cellulaire dans la stéatohépatite non alcoolique 

 

Article 6: GRINA activation decreases hepatocytes apoptosis induced by endoplasmic reticulum 

stress in Non-Alcoholic Steatohepatitis 

Degli Esposti D*, Domart MC*, Saffroy R, Hamelin J, Martel C, Bouchet A, Azoulay D, Brenner 

C, Lemoine A. 

* Ces auteurs ont contribué également à ce travail 

Soumis 

 

Situation du sujet 

La stéatohépatite est une maladie inflammatoire du foie, caractérisée par une accumulation 

intrahépatocytaire de lipides, une présence d’infiltrat mixte de neutrophiles et cellules mononuclées 

associée à une libération de cytokines pro-inflammatoires, ainsi que par une mort cellulaire des 

hépatocytes par nécrose et apoptose. 

Au cours d’une étude de profils génomiques des foies stéatosiques conduite au sein du 

laboratoire (Chiappini et al 2006), il a été observé une augmentation de l’expression d’un gène 

codant pour une sous-unité à 7 domaines transmembranaires d’un récepteur au glutamate, GRINA 

(glutamate receptor, ionotropic, NMDA-associated protein 1, glutamate binding). GRINA 

appartient par homologie de séquence et de structure à la famille des protéines Bax-Inhibitors (Zhou 

et al 2008). Bax est une protéine cytosolique qui, à la suite des stimuli apoptotiques, est transloquée 

à la mitochondrie, déclenchant la voie mitochondriale de l’apoptose. Il a été récemment montré que 

l’expression de certains membres de la famille des Bax-Inhibitors, notamment BI-1, est altérée au 

cours des hépatopathies chroniques (Kotsafti et al 2010, Bailly-Maitre et al 2010). La littérature sur 

ce récepteur est limitée à des études in silico ou génomiques et sa fonction dans le foie est 

complètement inconnue. C’est pourquoi nous avons choisi d’en approfondir l’étude. 

Ce travail vise à étudier l’expression de GRINA dans le foie humain soumis à un stress 

chronique tel que la stéatose et à comprendre sa fonction dans le contexte de la mort cellulaire 

hépatocytaire. 

 

Résultats et discussion 

Nous avons confirmé l’expression de GRINA dans les foies stéatosiques par immunohistochimie 

et qRT-PCR et nous avons corrélé son expression au degré de stéatose. Ces résultats sont à 
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rapprocher des conséquences d’un excès de glutamate induisant une obésité, une résistance à 

l’insuline et une stéatose hépatique dans des modèles murins (Nagata et al 2006, Nakanishi et al J 

2008) et des stress chroniques, tels que le stress oxydant, le stress du réticulum endoplasmique 

(RE), une altération des mitochondries et un micro-environnement pro-inflammatoire, présents dans 

la NASH. 

Nous avons étudié les effets de ces différents types de stress afin d’identifier ceux qui étaient 

associés à une augmentation de l’expression de GRINA. Nous avons utilisé à cet effet deux 

modèles cellulaires, une lignée d’hépatome (PLC/PRF/5) et une lignée non cancéreuse 

d’hépatocytes immortalisés (HHL16). Nous avons également développé un modèle qui mime la 

stéatohépatite, en traitant ces deux lignées soit par l’insuline et l‘hydrocortisone, soit par un milieu 

enrichi en acides gras libres comme l’oléate et le palmitate. De façon intéressante, nous avons 

observé une augmentation de la transcription de GRINA à la suite de traitements induisant une 

accumulation de lipides, un stress du RE, une libération de NO ou à la suite d’un traitement par un 

agoniste du glutamate, le NMDA. 

Nous avons testé l’hypothèse que le glutamate pouvait induire lui-même un stress du RE. Nous 

avons en effet observé, lors du traitement avec le glutamate, une augmentation dose et temps-

dépendante du facteur de transcription GADD153/CHOP, connu pour être induit au cours du stress 

du RE (Oyadomari & Mori 2004). Parallèlement, nous avons étudié le facteur de transcription 

NFκB, acteur central dans l’inflammation hépatique (Baker et al 2011) et pouvant être induit par un 

stress du RE. Nous avons observé une augmentation de l’expression de NFκB p65 à la suite d’un 

traitement par NMDA ou dans le cas d’accumulation de lipides. L’inhibition de NFκB, nous a 

permis d’observer une diminution de l’expression de GRINA et CHOP, malgré le traitement par 

NMDA.  

Nous avons étudié la réponse au stress du RE induite par NMDA dans notre modèle de cellules 

stéatosiques. Nous avons observé une meilleure tolérance des cellules stéatosiques à la mort 

cellulaire par rapport aux cellules contrôle. NMDA induit en effet une diminution de la transcription 

et de l’expression de Bax totale, ainsi que celle de CHOP, plus marquée dans les cellules 

stéatosiques. Ces résultats suggèrent que l’activation de GRINA par NMDA diminue la 

transcription de Bax, en accord avec les fonctions attendues d’un membre de la famille Bax 

Inhibitor. Les résultats du silencing génétique de GRINA par des siRNA confirment un rôle 

inhibiteur de GRINA sur l’expression de CHOP and NFκB p65 (Figure 5D). 

Nous avons alors recherché si les cellules stéatosiques modulaient différemment la sécrétion 

d’IL-1b à la suite d’un stress du RE par rapport aux cellules contrôles. Nous avons observé que les 

cellules stéatosiques répondent spécifiquement à un stress du RE avec une diminution de la 
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libération d’IL-1β, tandis qu’un stress oxydant augmente à l’inverse la sécrétion de la cytokine de 

façon plus importante dans les cellules stéatosiques que dans les cellules contrôle. Cette réponse 

s’accompagne d’une tolérance accrue à la chute de potentiel de membrane mitochondriale à la suite 

d’un traitement par TNFα. L’ensemble de ces résultats suggère une corrélation entre l’expression 

de GRINA et une diminution de la sensibilité de cellules hépatiques aux insultes inflammatoires.   

Nous avons aussi évalué l’effet de la synthétase du NO inductible (iNOS), car nous avions 

observé une augmentation de l’expression de GRINA à la suite d’un traitement avec un donneur de 

NO. Par ailleurs, iNOS semble jouer un rôle important dans la régulation de la réponse 

inflammatoire et le développement de la stéatohépatite (Spruss et al 2011, Pasarin et al 2011). De 

façon intéressante, nous avons montré que iNOS est plus précocement et plus fortement exprimée 

dans les cellules stéatosiques soumises à un traitement avec NMDA et que NO n’est essentiel que 

dans les cellules stéatosiques pour garantir l’expression de GRINA et la diminution de la 

transcription de Bax. 

GRINA, qui est décrit pour être un récepteur au glutamate et une protéine Bax-Inhibitrice, 

pourrait être un senseur du stress du RE et être activé en présence d’un excès de glutamate. Son 

activation protègerait les hépatocytes de la mort apoptotique en diminuant la transcription de Bax. 

De plus, GRINA pourrait atténuer un stress chronique du RE et l’inflammation dans la NASH à 

travers un rétro-contrôle négatif visant à diminuer l’expression CHOP and NFKB. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Au cours des dernières décennies il a été observé une augmentation des dimensions épidémiques 

de l’incidence de l’obésité et du diabète de type 2 chez l’adulte et l’enfant dans les pays 

industrialisés et en voie de développement (Flegal et al 2010, Hossain et al 2007). Les causes sont à 

rechercher dans les changements des conditions de vie, comme les repas à haute densité calorique, 

le manque d’activité physique, la prolongation de la durée de la vie, et plus récemment identifiée, 

l’exposition à des agents chimiques « obésogènes » (Flegal et al 2010, Hossain et al 2007, Grün & 

Blumberg 2009). 

L’obésité et l’insulino-résistance sont associées à de nombreuses pathologies, parmi lesquelles, 

comme il a déjà été décrit dans les chapitres précédents, on retrouve la NAFLD, des maladies 

hépatobiliaires et différents types de cancers (Leclerq & Sempoux 2006, Fabbrini et al 2010, 

Hotamisligil 2006). La compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents à la pathogenèse 

des ces maladies métaboliques est centrale tant pour leur prévention et diagnostic précoce, que pour 

l’amélioration des traitements et de la prise en charge des patients.  

La stéatose hépatique est une condition pathologique généralement considérée comme bénigne, 

mais elle peut constituer la première étape de la progression d’une hépatopathie (alcoolique ou non 

alcoolique) vers des lésions plus sévères qui vont de la stéatohépatite jusqu’à la cirrhose et au 

carcinome hépatocellulaire (Leclercq & Sempoux 2006, Page & Harrison 2009). Sa prévalence est 

en augmentation dans les pays occidentaux ainsi que dans les autres continents (Williams et al 

2011, Charlton 2011). Les causes sont à rechercher dans les changements de style de vie ainsi que 

dans des facteurs environnementaux, tels que certains médicaments ou agents chimiques (Grün & 

Blumberg, 2009). 

L’utilisation des greffons hépatiques présentant une stéatose hépatique, dans un contexte de 

pénurie de greffons, présente également une plus grande morbidité pour les receveurs de ces 

greffons. (Selzner & Clavien 2001, Peralta et al 2001).  

Nous avons utilisé le cas particulier du préconditionnement ischémique, une technique 

chirurgicale qui consiste, grâce à de courtes périodes d’occlusion vasculaire avant l’ischémie, à 

conférer une protection du tissu contre les lésions d’I/R, pour étudier les mécanismes de survie mis 

en place par les hépatocytes stéatosiques au cours d’un stress d’ischémie/reperfusion (I/R). Dans 

deux contextes différents, celui d’une ischémie chaude au cours d’une hépatectomie partielle et 

celui d’une ischémie froide au cours de la transplantation hépatique, nous avons montré que 

l’autophagie peut jouer un rôle central dans la protection des hépatocytes stéatosiques. 
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L’autophagie est un processus catabolique d’autodéfense intracellulaire au cours duquel les 

organelles et les protéines sont incluses dans des vésicules ensuite adressées vers les lysosomes 

pour y être dégradées. Ce processus permet d’éviter une accumulation toxique des composants 

endommagés ou non nécessaires ainsi qu’ un recyclage de ces composants pour soutenir 

l’homéostasie métabolique. Dans un tissu normal, l’association de lésions cellulaires et d’un stress 

temporaire, médié par l’autophagie, pourrait  supprimer la cancérogenèse, tandis que dans un cancer 

avancé, l’autophagie permettrait une meilleure survie cellulaire au cours d’un stress grâce au 

recyclage de composés macromoléculaires (Mathew & White 2011). Une meilleure compréhension 

des mécanismes de régulation de l’autophagie pourrait ainsi permettre sa modulation pour atténuer 

les effets des lésions d’I/R au cours de la chirurgie hépatique, en particulier dans la transplantation 

hépatique et dans les hépatectomies majeures. Au-delà des indication dans la chirurgie, 

l’exploration de l’autophagie dans les pathologies chroniques du foie ouvrirait de nouvelles pistes 

thérapeutiques. 

Cependant, il est envisageable qu’un dysfonctionnement de l’autophagie pourrait conduire à la 

genèse d’altérations cellulaires comme une instabilité génomique. Si celle-ci était avérée, elle 

pourrait correspondre à la présence d’une instabilité des microsatellites que notre équipe a dèjà 

décrite dans le carcinome hépatocellulaire et la cirrhose. Nous supposons qu’à l’origine de cette 

instabilité génomique coexistent différents types de mécanismes, parmi lesquels un 

dysfonctionnement de l’autophagie dans un foie stéatosique pourrait favoriser la survie de 

mitochondries endommagées, entrainant une production accrue d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS). Une production excessive de ROS peut être la cause d’une peroxydation lipidique et des 

protéines des organelles telles que les mitochondries, le réticulum endoplasmique, les lysosomes, 

voire les peroxysomes. Il est de plus en plus décrit un important cross-talk entre les différents 

organelles qui permettrait de maintenir l’homéostasie cellulaire (Ferri & Kroemer 2001; Le Bras et 

al 2006). L’équilibre entre la survie et la mort cellulaire dépend donc de l’intégration de cette 

signalisation complexe, qui concerne l’état énergétique de la cellule, la réponse aux stress 

transitoires et l’adaptation aux stress chroniques. Dans ce contexte, l’autophagie semble jouer un 

rôle central dans l’intégration de la réponse aux stress (Kroemer et al 2010), ce qui pourrait 

favoriser directement ou indirectement la transformation cancéreuse d’une cellule. 

Nous approfondirons, dans des foies stéatosiques, le rôle de l’autophagie dans l’établissement 

d’une instabilité des microsatellites (MSI) de l’ADN nucléaire et de l’ADN mitochondriae que nous 

avons déjà caractérisée. Des résultats préliminaires suggèrent qu’une diminution de l’autophagie 

soit liée en effet à une MSI mitochondriale. Elle s’accompagne d’une augmentation des marqueurs 

d’oxydation, notamment les concentrations en 8-oxo-deoxyguanidine et de peroxyde lipidique et 
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d’un nombre plus élevé de mitochondries. D’autres résultats préliminaires montrent une diminution 

de la transcription et de l’expression protéique de l’enzyme hMYH, une enzyme impliquée dans la 

réparation de l’ADN mitochondrial par excision de bases. Nous approfondirons les liens entre le 

stress oxydant, l’activation de l’autophagie et la réparation de l’ADN mitochondrial dans des 

biopsies de foie stéatosique humain et dans des modèles cellulaires que nous avons développés. 

Les hépatopathies non-alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) sont 

caractérisées par une altération systémique du métabolisme et de la réponse inflammatoire. Une 

étude de transcriptomique sur des foies stéatosiques conduite au sein du laboratoire a en effet 

montré le rôle prépondérant dans la stéatose de gènes contrôlant l’homéostasie mitochondriale, 

l’inflammation et la mort cellulaire (Chiappini et al Lab Invest 2006). Parmi ces gènes d’intérêt, 

nous avons choisi d’approfondir l’étude d’un gène codant pour un récepteur au glutamate, acide 

aminé central dans le métabolisme hépatique et impliqué récemment dans la pathogenèse de la 

stéatose (Nagata et al 2006, Nakanishi et al 2008). 

Nous avons ainsi montré pour la première fois l’expression hépatocytaire d’un récepteur au 

glutamate, GRINA, impliqué dans la protection contre la mort cellulaire des hépatocytes liée au 

stress du réticulum endoplasmique (RE) et à l’inflammation. Cette protéine appartient à la famille 

de « Bax Inhibitors » et nous avons, en effet, montré que GRINA protège les hépatocytes contre un 

excès de stress du RE en atténuant l’apoptose par une diminution de la transcription de Bax. Le RE 

et les voies de réponse aux protéines mal formées (Unfolded Protein Response, UPR) sont aussi 

impliqués dans la régulation de la lipogenèse (Hotamisligil 2010). De façon intéressante, la fonction 

adaptative et protectrice de l’UPR dans sa phase précoce semble importante pour diminuer la 

lipotoxicité d’un excès d’acides gras libres (Erbay et al 2009). Nous nous intéresserons au 

métabolisme de lipides au cours d’un stress du RE afin d’approfondir leur rôle dans la mort 

cellulaire voire dans la survie des hépatocytes dans la stéatose et la stéatohépatite. 

Nous avons ainsi mis en évidence un rôle important de l’autophagie et du stress du RE dans le 

contrôle de la mort et de la survie cellulaires en réponse à des atteintes chroniques du foie par 

l’activation de diverses voies. Nous rechercherons comment l’autophagie ou la biogenèse des 

mitochondries ou des peroxisomes régulent le trafic intracellulaire des lipides.  

Enfin, nous partirons des résultats obtenus avec nos modèles cellulaires de NASH pour 

approfondir la signalisation et le cross talk entre la voie NFΚB et la voie de l’AMP-activated kinase 

(AMPK), une enzyme clé de l’homéostasie énergetique, dans la régulation de l’autophagie et de la 

réponse inflammatoire ainsi que leurs effets sur la survie cellulaire. 

L’amélioration de la compréhension des mécanismes impliqués dans la tolérance et la survie des 

hépatocytes chargés de lipides en réponse à un stress inflammatoire, ischémique ou du réticulum 



- 141 - 

 

endoplasmique semble donc essentielle. Elle permettrait en effet la mise en place de nouvelles 

stratégies thérapeutiques qui pourraient améliorer la prise en charge des patients, augmenter le 

nombre de greffons disponibles pour les greffes, et la prévention des risques cancérogènes pour le 

foie. 
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ANNEXES 

 

Revue de la littérature sur les causes environnementales des cancers primitifs du foie et l’utilisation 

des études à long terme sur les rongeurs comme outils pour implémenter leur prévention primaire et 

diagnostic précoce.  

 

Article 7: Environmental risk factors in primary liver cancer: a review of the literature and 

perspectives for primary prevention and early detection. 

Degli Esposti D, Pham P, Saffroy R, Azoulay D, Debuire B, Lemoine A. 

European Journal of Oncology 2009; 14: 133-150. 

 

Cet article représente un lien entre l’activité de recherche que j’ai effectuée en Italie avant ma 

thèse dans le domaine des origines environnementales des cancers et celui que j’ai développé au 

sein du laboratoire sur la pathogenèse des cancers primitifs du foie. En effet, au sein du Centre de 

Recherche sur le Cancer « Cesare Maltoni », je coordonnais, sous la direction du Pr. Morando 

Soffritti, une étude de cancérogenèse fotale sur l’édulcorant artificiel aspartame et j’ai été 

responsable de deux études de pharmacogénomique sur des agents chimiopréventifs en 

collaboration avec l’Université Columbia de New York, USA. J’ai aussi participé à la conduite des 

études de longue durée sur les radiations non-ionisantes, notamment les champs magnétiques à très 

faible fréquence (50Hz) et à radiofréquence (1800 MHz). 

L’utilisation des études de cancérogenèse à long terme sur les rongeurs représente encore 

aujourd’hui un outil puissant pour l’identification des risques cancérogènes des agents chimiques et 

physiques présents dans l’environnement du travail et de la vie.  

Ces études peuvent permettre de comprendre les mécanismes de cancérogenèse induits par les 

xénobiotiques et d’identifier les altérations génétiques, épigénétiques et biochimiques corrélées, tels 

qu’un stress oxydatif, une déficience de la réparation de l’ADN, un déséquilibre entre prolifération 

cellulaire, apoptose, et communication et signalisation intra- et intercellulaire. L’intégration 

pluridisciplinaire entre l’expérimentation animale en toxicologie, les techniques d’imagerie 

médicale et les nouvelles approches moléculaires à haut débit peuvent permettre des progrès 

importants pour alléger le fardeau global de l’incidence et de la mortalité du cancer du foie. 
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